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Lebenslauf
Eidesstattliche Erklärung
Zusammenfassung                                                                                                   1
Die Wnt-Genfamilie kodiert für sekretierte Signalmoleküle, die über verschiedene
Signalkaskaden fundamentale Entwicklungsprozesse, wie axiale Musterbildung,
Zellschicksalsentscheidungen und die Entstehung von Erkankungen, in allen
daraufhin untersuchten Tieren auslösen. Im Menschen sind 12 Subfamilien der
Wnt-Liganden identifiziert worden. Sechs dieser Subfamilien sind auch in
Ecdysozoen ( zum Beispiel: Anopheles gambiae und Caenorhabditis elegans)
vertreten. Die Cnidaria (Nesseltiere) sind eine evolutionär sehr ursprüngliche
Tiergruppe, deren Körper nur eine Körperachse, die oral-aboral Achse und zwei
Keimblätter, Ectoderm und Endoderm besitzt. Die Anthozoa (Seeanemonen)
gelten als die basale Gruppe der Cnidaria. In der Seeanemone Nematostella
vectensis wurden zwölf verschiedene Wnt-Sequenzen identifiziert. Für die
vorliegende Arbeit wurden Fragmente der Wnt-Transkripte von N. vectensis
komplettiert und nach der Errechnung von molekularen Stammbäumen mit der
Ausstattung mit Wnt-Liganden anderer Tiere verglichen. Die einzelnen N.
vectensis Wnt-Sequenzen lassen sich mit guter statistischer Unterstützung in elf
der zwölf im Menschen vorkommenden Wnt-Subfamilien einordnen. Fünf der
Subgruppen gingen in der Evolution der Ecdysozoa verloren. Nach der allgemein
gültigen Auffassung besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der
Komplexität des Genoms und der Morphologie von Organismen. Das wirft die
Frage auf, zu welchem Zweck so einfache Organismen wie N. vectensis eine
derart komplexe Ausstattung an Morphogenen besitzen. Die durchgeführten
Expressionsanalysen zeigen, daß acht der Transkripte, in einer gestaffelten
Anordnung entlang der Körpersäule der Planulalarve, exprimiert sind. Fünf im
Ektoderm und drei im Endoderm. Eine solche Anordnung der Wnt-
Expressionsdomänen ist auch im Gehirn von Wirbeltierembryonen zu finden. Das
Expressionsmuster sowie Über- und Fremdexpressionsexperimente in N.
vectensis und Xenopus laevis, weisen darauf hin, daß Wnt-Liganden eine zentrale
Funktion in der Gastrulation und der Etablierung von Symmetrieachsen im Verlauf
der Entwicklung von N. vectensis haben. Die komplexe Ausstattung an Wnt-
Subfamilien muß in frühen vielzelligen Organismen vor über 650 Millionen Jahren
entstanden sein, was darauf hinweist, daß diese Gengruppe eine Rolle bei der
Evolution der verschiedenen Körperbauplänen rezenter Organismen spielte.
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2. Einleitung
2.1 Evolution von mehrzelligen Tieren
Nach der derzeit vorherrschenden Ansicht sind die verschiedenen heute
existierenden Körperbaupläne der Tiere vor ungefähr 540 Millionen Jahren vor
und während der kambrischen Explosion entstanden. Zu dieser Zeit wurden
erstmals die Reste von Tieren mit einer Vielzahl von unterschiedlichen
Körperbauplänen in Sedimenten abgelagert. Alle wirbellosen Tierstämme sind ab
dieser Phase als Fossilien vertreten. Bislang konnten nur wenige Fossilien
entdeckt werden, die deutlich früher entstanden. Darunter auch Planulalarven von
Cnidaria, die in der Doushantouformation in China gefunden wurden (Chen et al.,
2002; Chen et al., 2000). Diese Formation wurde vor 550-570 Millionen Jahren
abgelagert. In den Ablagerungen wurden Fossilien identifiziert, die eindeutige
Merkmale eines bilateralsymmetrischen Körperbaus aufweisen (Chen et al.,
2000). Die Evolution der Bilateralsymmetrie und der dazu notwendigen
genetischen Ausstattung hat demzufolge präkambrisch stattgefunden.
2.1.1 Entstehung von Mehrzelligkeit und Aufgabenteilung
Am Beginn der Evolution zur Mehrzelligkeit haben einzellige Eukaryonten
begonnen, sich nach der Zellteilung nicht mehr zu trennen, sondern sich zu
Zellverbänden zusammenzuschließen. Zunächst haben sie vermutlich Zellketten
und Zellklumpen gebildet. Dieser Zustand ist heute noch bei einigen
Choanoflagellaten zu finden (Storch und Welsch, 1991). Diese Gruppe der
Protozoen wird oft als die Basis der Evolution zur Vielzelligkeit betrachtet.
Choanoflagellaten besitzen einen Kranz aus Mikrovilli um die Basis ihrer
Flagellen. Dieser Kranz ähnelt dem der Kragengeißelzellen der Schwämme, die
als ursprünglichste Metazoengruppe angesehen wird. In Planulalarven und dem
Tentakelektoderm rezenter Anthozoa kommen ebenfalls ähnliche Zellen vor
(Lyons, 1973). Auch im Gastralraum der Echinodermen finden sich Zellen mit
ähnlichen Eigenschaften (Martinez et al., 2005). 
Durch die Protozoengruppe der Flagellaten (Geißeltierchen) verläuft die Grenze
zwischen Tier- und Pflanzenreich (Storch und Welsch 1991). In dieser Gruppe
Einleitung                                                                                                                  3
kommen sowohl Autotrophie durch Photosynthese (Phytoflagellaten) als auch
Heterotrophie (Zooflagellaten) vor. Die Einheitlichkeit der Protozoen als Gruppe ist
jedoch umstritten. So wurden Myxozoa (Myxosporidia) lange als Mitglieder dieser
Gruppe angesehen. Diese Organismen bilden mehrzellige Sporen, die aus 1-6
sogenannten Polkapseln bestehen. Diese Polkapseln entsprechen in ihrem Bau
den Nesselzellen der Cnidaria und dienen ausschließlich zur Verankerung am
Wirtsgewebe dieser Parasiten, nicht wie bei Microsporidien zum Einschleusen von
Zytoplasma in den Wirt (Storch und Welsch, 1991). Heute sieht man die Myxozoa
als sehr enge Verwandte der Cnidaria (Kent et al., 2001).
2.1.2 Entstehung von Polarität und Körperachsen
Einfache Formen der Polarität eines Tieres könnten allein durch verschiedene
Varianten von Zelladhäsionsmolekülen zustande gekommen sein. Ist die Affinität
von Zelladhäsionsmolekülen des gleichen Typs zueinander höher als zu einem
anderen Typ, entstehen Areale mit Zellen des einen Typs auf der Oberfläche der
Zellhohlkugel. Bei der Etablierung von Abstufungen von Affinitäten zueinander
entstünde eine einfache Hauptkörperachse mit einer gestaffelten Anordnung der
Zellen. Flexibler und mit größerer Reichweite ist jedoch die Sekretion von
Signalmolekülen. Im einfachsten Falle gibt eine einzelne Zelle eine Substanz ab.
Andere Zellen können diese Substanz abfangen. Durch die Aufnahme der
Substanz durch eine Zielzelle sinkt die Konzentration der Substanz in
Abhängigkeit von der Entfernung von der Zelle, welche die Substanz abgibt. So
kann die Zielzelle die Konzentration der Substanz detektieren und auf diese
Weise genau den Abstand zur sezernierenden Zelle bestimmen (Gierer und
Meinhardt, 1972). Dieses System kann genaue Positionsinformationen für jede
einzelne Zelle innerhalb der Diffusionsreichweite der Substanz erzeugen. Zudem
kann ein solches System einfach erweitert werden und mehrere Achsensysteme
innerhalb eines Organismus erzeugen.
2.1.3 Ur-Eumetazoa
Durch Veränderung der Zellform bewegen sich einzelne Zellen (Ingression) oder
ganze Zellverbände (Invagination), von der Oberfläche der Zellkugel ins Innere
Einleitung                                                                                                                  4
der Kugel und bilden eine zweischichtige Hohlkugel mit einem äusseren Epithel,
dem Ektoderm, und einem inneren Epithel, dem Endoderm. Diese Form
(Gastrula) durchleben alle Tiere noch heute in ihrer frühen Individualentwicklung.
Die Verbindung zwischen den Epithellagen bildet den Urmund (Blastoporus). Der
Blastoporus ermöglicht es, die Resorption von Nährstoffen in den Innenraum
(Gastralraum) des Tieres zu verlagern, wo dieses die Eigenschaften des Raumes
kontrollieren kann. Sowohl zur Ernährung, als auch zur Findung von Partnern für
die Vermehrung und zur Erschließung neuer Habitate ist es wichtig, sich gerichtet
und aktiv im Medium bewegen zu können. Dies führt zu einem entlang der
Bewegungsrichtung verlängerten Körperbau. Der hypothetische Ur-Eumetazoo,
besaß als letzter gemeinsamer Vorfahre aller rezenten Tiere nur eine
Hauptkörperachse, die es durch einen einfachen Satz an Morphogenen wie zum
Beispiel den Wnt Signalmolekülen etablierte. Es bestand aus zwei Keimblättern,
dem Ektoderm und dem Endoderm und ähnelte vermutlich der Planulalarve eines
modernen Anthozoo. Die molekulare Ausstattung für die Evolution komplexer
Körperbaupläne könnte durch immer wieder erfolgende Verdopplungen des
Genoms oder von Genomteilen und einzelnen Genen entstanden sein.
Mutationen in einer der Kopien des entsprechenden Gens und der Anpassung an
eine neue Funktion könnten so die genetische Ausstattung während der Evolution
immer mehr erweitert haben (Ohno, 1970). Mit der Möglichkeit, bei Bedarf eine
genetische Einheit zu verdoppeln und mit einer verwandten Funktion zu versehen,
können Tiere über die Abgabe von Morphogenen auch Untereinheiten ihres
Körpers genauer definieren, indem die Signale unterschiedlich weit reichen und
an unterschiedlichen Positionen abgegeben werden. Ein Beispiel für eine solche
regional gestaffelte Expression von Genen, die aus einem einzigen
Vorläufermolekül entstanden sind, sind die HOX-Gene (Baguna und Ruitort, 2004;
Martinelli und Spring 2004), die in allen daraufhin untersuchten Tieren eine
Funktion in der Regionalisierung entlang der Hauptkörperachse haben. Eine
weitere Gruppe von Genen, die in der Achsenbildung und in der Regionalisierung
von Tieren eine Rolle spielen, sind die Wnt-Gene, die in der vorliegenden Arbeit
behandelt werden.
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2.1.4 Monophylie des Tierreiches
Heute geht man aufgrund molekularer (Peterson and Earnisse , 2001) und
morphologischer Daten davon aus, daß alle rezenten Tiere einen einzigen,
mehrzelligen gemeinsamen Vorfahren haben; also monophyletisch sind. Der
Ursprung dieses Phylums sollen Ansammlungen von Choanoflagellaten sein
(Dewel, 2000). Schleimpilze wie Dyctostelium discoideum stellt man den echten
Metazoen als Schwestergruppe beiseite, da deren Einzelzellen während der
Phase der einzelligen Lebensphase dieser „Organismen“ amöboid sind und somit
einer anderen Protozoengruppe angehören als die Choanoflagellaten. In diesem
einfachen „Organismus“ konnten Komponenten des Wnt-Signalweges identifiziert
werden, obwohl sie hier vermutlich in anderem Zusammenhang wirken (Plyte
et.al., 1999) In Schwämmen fand man ein einzelnes HOX-ähnliches Gen, welches
man als ProtoHOX bezeichnet (Degnan et al., 1995). Obwohl einzelne
Komponenten (frizzled, GSK3ß, ß-catenin) des kanonischen Wnt Signalweges
identifiziert wurden (Huang und Klein 2004; Meijer et al., 2000; Guidice, 2001;
Harwood et al., 1995; Brown und Firtel, 1999 ; Coates et al., 2002), konnten Wnt
Gene bislang weder in den Schwämmen, noch in den Schleimpilzen identifiziert
werden (King et al., 2003). Daher ist bislang kein Vorläufermolekül für diese
Genfamilie bekannt.  
2.2 Die Nesseltiere (Cnidaria)
2.2.1 Phylogenetische Position der Cnidaria
An der Basis der Phylogenie des Tierreiches stehen die Schwämme, welchen
eine Regionalisierung entlang von Körperachsen fehlt. Die einfachsten Tiere, die
eine definierte Körperachse ausbilden, sind die Nesseltiere (Cnidaria). Dieser
Stamm besteht aus den Cubozoa, Scyphozoa, Hydrozoa und Anthozoa. Die
Cnidaria gelten als Schwestergruppe der Bilateria (Collins, 1998). Die
Entwicklungslinien dieser Organismengruppen haben sich präkambrisch
voneinander getrennt (Hedges et al., 2004; Brook und Holland, 2003).
Einleitung                                                                                                                  6
2.2.2 Phylogenetische Position von N. vectensis innerhalb der Cnidaria
N. vectensis gehört zu den Anthozoa. Anthozoa gelten als die basale Gruppe
innerhalb der Cnidaria, sowohl aufgrund des Fehlens einer Medusengeneration,
als auch aufgrund der Analyse von 18S rRNA (Bridge et al.,1995; Medina et al.,
2001). Die Stellung der Familie Edwardsiidae, der N. vectensis angehört,
innerhalb der Anthozoa ist umstritten. Edwardsiidae haben Merkmale, die auf eine
basale Stellung hinweisen. Die adulten Tiere besitzen die larvale Anzahl an
Mesenterien (8) und die basale Fußscheibe anderer Anthozoagruppen fehlt
vollständig. Ob diese Merkmale basal oder eine Anpassung an die Lebensweise










Abb.1: Phylogenetische Position der Cnidaria.
Die Cnidaria (Scyphozoa mit ihrer Seitengruppe Cubozoaa, Hydrozoa und Anthozoa) als 
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2.2.3 Embryonalentwicklung der Cnidaria
Die Embryonalentwicklung der Cnidaria ist sehr variantenreich. Komplexere Tiere
haben hingegen immer einen feststehenden Entwicklungsmodus. Der Ablauf der
ersten Zellteilungen ist in jedem Individuum komplexerer Spezies identisch. Dies
gilt auch für die folgenden Entwicklungsschritte. So weisen Tiere auch während
der Gastrulation innerhalb eines Taxons ähnliche Vorgänge auf. Bei den Cnidaria
jedoch ist eine Vielzahl verschiedener Teilungsmodi (Fritzenwanker, 2004) und








Abb.2: Phylogenie der Cnidaria.
Stark vereinfachter, schematischer Stammbaum der Cnidaria. N.vectensis gehört zu den 
Hexacorallia, Actinaria, Nyanthea, Edwardsiidae. Weitere Untergruppen innerhalb der Nyanthea 
sowie andere Verzweigungen werden nicht gezeigt.
Edwardsiidae
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2.2.4 Körperbauplan der Anthozoa
Der Körperbauplan der Cnidaria ist sehr einfach. Die Tiere bestehen aus zwei
Epithelien, dem Ektoderm und dem Endoderm. Diese bilden einen Hohlzylinder,
der am basalen Ende in einer Fußstruktur endet und am apikalen Ende eine
einzige Öffnung zum umgebenden Medium besitzt. Um diesen Mund herum sitzen
Tentakel, die Nahrungspartikel aus dem Medium in den Mund befördern. Das
Endoderm besteht zum größten Teil aus Zellen, die zur Nährstoffaufnahme und
Verteilung dienen (Gastroendodermis). Zwischen den beiden Epithelien liegt eine
Schicht aus extrazellulären Strukturmolekülen, die Mesogloea. In dieser Schicht
bewegen sich einige wenige Zellen amöboid fort. 
Dieser einfache Körperbauplan ist bei den Hydrozoa realisiert, während sowohl
bei den Scyphozoa als auch bei den Anthozoa weitere Unterteilungen des
Gastralraumes zu finden sind. Bei diesen beiden Gruppen findet man
Ausstülpungen des Endoderms in den Gastralraum. Diese aus zwei Lagen
Endoderm, mit einer eingelagerten Mesogloea, bestehenden Septen liegen immer
in einer geraden Anzahl vor. Bei den Scyphopolypen sind es immer vier, die von
Muskelzellen ektodermalen Ursprungs durchzogen sind. Diese Muskelzellen
bilden bei den Scyphozoa die einzige Muskulatur. Bei den Anthozoa können sehr
viele Septen, bei Anthozoa Mesenterien genannt, vorhanden sein, um die zum
Teil sehr großen Tiere (bis 1m) zu stützen. Die Mesenterien kommen stets in
gerader Anzahl vor. Die Septenmuskulatur der Anthozoa besteht aus
Epithelmuskelzellen endodermalen Ursprungs, welche eine Seite des
Mesenteriums verdicken und als Muskelfahnen bezeichnet werden. Auch die
Geschlechtsprodukte der Anthozoa liegen in den Mesenterien. Der freie Rand der
Mesenterien bildet Mesenterialfilamente. Diese fädigen Anhänge sind dicht mit
Sekretions- und Resorptionszellen besetzt. Am äußeren Rand der Filamente
sitzen Nesselzellen, die dem Beutefang und der Nahrungsaufnahme dienen. Bei
manchen Aktinien tragen die Septenränder sehr lange, nesselkapselbesetzte
Wehrfäden (Akontien), die durch den Mund ausgestoßen werden können. Zur
Abgabe der Geschlechtsprodukte brechen die Mesenterien einseitig auf und die
Gameten werden durch den Gastralraum des Tieres, entweder durch den Mund
oder durch spezielle Poren am Fuß des Tieres, in das Medium abgegeben.
Cnidaria gelten als primär radiärsymmetrisch, da ihr Körper auf den ersten Blick
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drehrund ist (Storch und Welsch, 1991). Jedoch wurden schon früh (Stephenson,
1935) morphologische Asymmetrien entdeckt, welche die Radiärsymmetrie in
Frage stellen. So ist bei einigen Anthozoa, zum Beispiel auch bei N. vectensis, der
Syphonoglyph (Wimperrinne), nur an einer Seite des schlitzförmigen Blastoporus
zu finden. Diese zweite Körperachse wurde „direktive Achse“ genannt. Dadurch
soll der klassischen Auffassung der Radiärsymetrie der Cnidaria folgend, die
zweite Symmetrieachse der Anthozoa von der  bilateralsymmetrischer Tiere
unterschieden werden.
Obwohl die Cnidaria als einfache Tiere gelten, besitzen sie den am höchsten
spezialisierten Zelltyp der Natur: die Nesselzellen (Cniden), die der Tiergruppe
auch ihren Namen gaben. Je nach Typ dienen diese speziellen Zellen dem
Beutefang, der Fortbewegung und der Anheftung an ein Substrat. Auf einen
chemischen und/oder taktilen Reiz hin entladen diese Zellen ihren Inhalt in die
Umgebung. Diese Entladung ist wahrscheinlich die schnellste Bewegung im
Tierreich überhaupt. Trotz der hohen Geschwindigkeit handelt es sich bei der
Kapselentladung um die Exozytose von Vesikeln, die auf höchste Geschwindigkeit











Abb.3: Schematischer Bauplan der Anthozoa. 
Das Tier wird einseitig geöffnet dargestellt um den inneren Aufbau zu verdeutlichen. 
Ektoderm in hellbraun; Endoderm in dunkelbraun; Mesenterien in grau; Gonaden in grün; 
Mesenterialfilamente in gelb. Bild: University of Michigan Museum of Zoology.
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2.3 Der Modellorganismus N. vectensis
2.3.1 Die geographische Verbreitung von N. vectensis
N. vectensis wurde im Jahr 1935 von T.A. Stephenson in der Brackwasserlagune
von Bembridge Pond auf der englischen Kanalinsel Wight entdeckt und
beschrieben. Seitdem wurden einige weitere Vorkommen in anderen
Brackwasserlagunen Südostenglands, in ähnlichen Habitaten entlang der
gesamten amerikanischen Pazifik- und Atlantikküste sowie im Golf von Mexiko
gefunden. Eine Untersuchung der verschiedenen Genotypen der in England
vorkommenden Populationen legt nahe, daß diese Population von wenigen
Individuen abstammt (Pearson, 2002). Vermutlich wurden wenige Individuen von
Populationen in Nordamerika nach England verschleppt und pflanzten sich
asexuell fort. Der wissenschaftiche Name N. vectensis ist aus dem lateinischen
Namen der Isle of Wight „Vectis“ abgeleitet, im Englischen wird sie auch „starlet
sea-anemone“ genannt.
Abb.4: Adulte Nematostella vectensis.
Bild: Kusserow et al., 2005.
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2.3.2 Das natürliche Habitat
N. vectensis ist getrenntgeschlechtlich und lebt „gesellig“ in und auf den
Sedimenten von Brackwasserlagunen, in Tiefen zwischen einem Meter bis unter
einem halben Meter (Sheader et al., 1997). Gesellig heißt hier, daß zwischen 120
und 10.000 Tiere pro Quadratmeter Substrat leben, ohne daß es zu Agressionen,
Abwehrhandlungen oder Kannibalismus kommt (Sheader et al., 1997; Frank und
Bleakney, 1976). Die Salinität der Habitate schwankt von 2 bis 52 ‰ (Sheader et
al., 1997). Die Dichte an Tieren ist bei einer niedrigeren
Abb.5: Geografische Verbreitung von N.vectensis.
En-1-9=Verbreitungsgebiete in England (Pearson et al.,2002)
WA-1-3 =Vorkommen im Staat Washington; OR-1 = Oregon; CA-1,2 = Kalifornien; NS-1 = New 
Schottland; ME-1 = Maine ; NH-1-3 = New Hampshire; MA-1-6 = Massachussets; RI-1 = Rhode 
Island; CT-1-4 = Connecticut; NJ-1 = New Jersey; DE-1 = Delaware; MD-1 = Maryland; VA-1 = 
Virginia; NC-1 = North Carolina; SC-1-3 = South Carolina; GA-1 = Georgia; FL-1 = Florida; MS-1 = 
Mississippi; LA-1 = Louisiana. Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiere sind Nachkommen 
von in Rhode River, Maryland (Hand and Uhlinger 1992) gesammelten N.vectensis. Bilder: 
www.nematostella.org.
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Strömungsgeschwindigkeit zwischen 0,03-0,18 cm/s höher als bei größerer
Fließgeschwindigkeit (Sheader et al., 1997). Die Nahrung der Tiere besteht aus
Mollusken, vor allem der Gattung Hydrobia, Crustaceen, Nematoden,
Polychaeten, Insekten sowie den Eimassen von Copepoden (Frank und Bleakney,
1978). Die meisten der ungefähr 15 bis 40 mm großen Tiere einer Population
stecken bis zum Tentakelkranz in sehr feinem Sand- oder Schlammsediment. 
N. vectensis ist an ihre Lebensbedingungen in Brackwasserlagunen und
Salzmarschen ideal angepasst und toleriert die großen Schwankungen in der
Salinität und Wassertemperatur (Sheader et al., 1997), welche in ihrem Habitat
infolge von Überschwemmungen sowohl durch Süßwasser (große
Niederschlagsmengen) als auch durch Salzwasser (hohe Tide) mit
anschließendem Wasserstandsverlust durch Verdunstung entstehen. Jedoch ist
diese Anpassung auch verantwortlich für den starken Rückgang der Populationen
weltweit, da ihr natürlicher Lebensraum zunehmend durch den Menschen zerstört
wird. Aus diesem Grund gilt diese Tierart, wie viele andere Arten dieser Habitate
auch, als stark gefährdet.
2.3.3 Körperbauplan von N. vectensis
2.3.3.1 Körpersäule
Im natürlichen Habitat wird N. vectensis ungefähr 1,5 Zentimeter groß, unter
Laborbedingungen kann sie bis zu 15 Zentimetern lang werden. Dieser
b
Abb.6: N. vectensis im Substrat.
a) Picton und Morrow, 2005; b) Myers und Burch 2001.
a
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Größenunterschied kommt vermutlich durch die große Menge an Futter in der
Kultur zustande. Das Tier hat adult stets acht Mesenterien und bis zu sechzehn
Tentakel. Der bei Anthozoa oft stark muskulös ausgeprägte Fuß fehlt völlig.
Senkrecht zur Hauptkörperachse befinden sich oft ein bis zwei leichte
Einschnürungen. Entlang dieser Einschnürung teilen sich die Tiere auch ohne
Fremdeinwirkung (Mire, 1998).
2.3.3.2 Embryonalentwicklung von N. vectensis
Die weiblichen Tiere geben ihre Eier in einer Gallerte ab, die größtenteils aus
Proteinen besteht. Die erste Teilung erfolgt ungefähr drei Stunden nach der
Befruchtung. Jede weitere Teilung erfolgt, synchron in allen Blastomeren, jeweils
ungefähr stündlich in Abhängigkeit von der Temperatur des Mediums. Es können
in jedem Eipaket verschiedene Furchungstypen beobachtet werden, die ebenfalls
in Abhängigkeit von der Temperatur jeweils häufiger oder seltener aufzutreten
scheinen (Fritzenwanker, 2004). Möglicherweise waren zur Zeit der Trennung der
Entwicklungslinien von Bilateria und Cnidaria noch keine festen Furchungsmuster
etabliert. In jedem Fall entwickeln sich alle Furchungstypen zu normalen
Planulalarven und Primärpolypen. Viele Vorgänge der Gastrulation von N.
vectensis sind bislang unvollständig erklärt. Einen Tag nach der Befruchtung
beginnen die Embryonen mit der Gastrulation, die sechsunddreißig Stunden nach
der Befruchtung abgeschlossen ist. Ob der Punkt, an dem die ersten Zellen
während der Gastrulation einwandern, an der Stelle liegt, wo das Spermium
eingetreten ist oder die Polkörper abgegeben werden (Wikramanayake et al.,
2003) oder durch andere Vorgänge bestimmt wird, bleibt ebenfalls umstritten. Bei
der Lebendbeobachtung der Entwicklung und bei  fixierten Tieren dieses
Stadiums findet man jedoch regelmäßig zwei oder mehr Einsenkungen des
äußeren Epithels. Gene, die früh in der Gastrulation um den Blastoporus herum
exprimiert werden, kann man an allen vorhandenen Einsenkungen identifizieren.
Möglicherweise ist die Festlegung des Startpunktes der Gastrulation durch
physikalische Einflüsse, durch spezielle Strukturen der Blastula oder durch
maternale Faktoren erst nach der Trennung der Entwicklungslinien von Cnidarian
und anderen Tieren entstanden.
Eine Region von wenigen Zellen am Blastoporus reguliert die Gastrulation. Viele
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bekannte Gene, die bei der Gastrulation höherer Tiere eine Rolle spielen, sind in
Organisationszentren (Niewkoop Zentrum) am Urmund verschiedener Tiere
exprimiert. Vermutlich entspricht die Region um den Blastoporus von N. vectensis
diesem Regulationszentrum (Kusserow et al., 2005). Nach Abschluss der
Gastrulation wandern Zellen mit mesenchymalem Charakter aus dem Endoderm
in den Gastralraum ein, bis dieser vollständig ausgefüllt ist. Drei Tage nach der
Befruchtung schlüpfen die ersten Planulalarven aus der Gallerte, die während des
Schlupfes aufgelöst wird. Die Larven beginnen frei umherzuschwimmen. Fünf
Tage nach der Befruchtung sind im Lichtmikroskop im Inneren des Gastralraumes
zwei einander im Tier gegenüberliegende Mesenterienanlagen sowie erste
Nesselkapseln sichtbar. Weitere 6 Mesenterienanlagen sind mit molekularen
Markern ebenfalls sichtbar zu machen, bestehen aber zu diesem Zeitpunkt
lediglich aus Reihen von Zellen, die sich morphologisch nicht von den sie
umgebenden Zellen unterscheiden. Sieben Tage nach der Befruchtung
durchlaufen die Tiere eine unvollständige Metamorphose, während der zunächst
vier Tentakel ausgebildet werden. Bis die Tiere die vollständige Anzahl von
Mesenterien und Tentakel gebildet haben und mit der Produktion von Gameten





Abb.7: Embryonalentwicklung von N.vectensis. 
a) Synzitialer Embryo mit 4 Zellkernen. Einschnürungen sind erkennbar, jedoch bleibt diese 
Furchung unvollständig. b) 8-Zell-Stadium. c) Morulastadium. d) Blastulastadium. e) Kompaktiertes 
Blastulastadium. f) Frühes Gastrulastadium. g) Frühe Planulalarve, Blastoporus rechts, der  
Gastralraum ist mit Nährzellen ausgefüllt h) Planulalarve, Blastoporus rechts, 2 Mesenterienanlagen 
sind im Gastralraum sichtbar i) Primärpolyp, Blastoporus rechts, 2 Mesenterien vollständig 
ausgebildet, vier Tentakel. Bilder: Fritzenwanker und Technau, 2002.
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2.4 Die Familie der Wnt Signalmoleküle
Die sekretierten Glykoproteine der Klasse der Wnt-Liganden haben Funktionen in
einer Vielzahl an Prozessen im sich entwickelnden Tierembryo. Auch in der
Homöostase spielen diese Liganden eine entscheidendende Rolle. Trotz der
biologischen Relevanz dieser Molekülfamilie ist ihr evolutionärer Ursprung
unbekannt. N. vectensis als basaler Metazoo sollte besonders geeignet sein,
sowohl diesen Ursprung, als auch die ursprünglichen Funktionen von Wnt-
Liganden in der Embryonalentwicklung von Tieren zu untersuchen.
2.4.1 Nomenklatur der Wnt-Liganden
Das erste Wnt-Signalmolekül wurde im Rahmen einer systematischen Suche
nach künstlich erzeugten Mutationen der Individualentwicklung in Drosophila
melanogaster entdeckt (Nüsslein-Volhard und Wieschaus 1980). Aufgrund des
Phänotyps wurde das zugehörige Gen „wingless“ genannt. Zur gleichen Zeit
wurden verwandte Moleküle bei der Maus identifiziert, da sich ein Retrovirus in
eines dieser Gene integriert. Diese Molekülgruppe wurde „int-1“ Faktoren für
mouse mammary virus integration site type 1 genannt. Aus der
Zusammenfassung dieser beiden Bezeichnungen entstand der Name Wnt. Die
Subfamilien der Wnt-Liganden wurden in der Reihenfolge ihrer Identifizierung
aufsteigend numeriert. Einige Wnt-Liganden können keiner den
Orthologiegruppen zugeordnet werden diese tragen nach wie vor ihre
ursprüngliche, anderen Nomenklaturen folgende Bezeichnung. So gehören die
Transkripte egl-20, mom-2 und lin-44 aus Caenorhabditis elegans der Großfamilie
der Wnt-Liganden an. In einigen der Subgruppen kommen in zwei Transkripte vor.
Diese werden mit dem Zusatz A bzw. B bezeichnet.
2.4.2 Proteinstruktur der Wnt-Liganden
Wnt-Liganden besitzen ein charakteristisches Muster von zweiundzwanzig bis
vierundzwanzig Cystein-Resten, die unter anderem die räumliche Struktur des
Liganden durch Disulfidbrücken definieren. Wnt Liganden werden
posttranslational  modifiziert (Willert et al., 2003; Smolich et al.,1993; Tanaka,
J
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2002). Am carboxyterminalen Ende der Moleküle befinden sich mehrere
Glykolisierungsstellen. Solche Glykolisierungen sind insgesamt bei sekretierten
Proteinen häufig und steuern die intrazelluläre Verteilung (Fleischer 1983, West,
1986). Am dritten der konservierten Cysteinreste wird vermutlich bei allen Wnt-
Liganden nach der Translation ein Palmitinsäurerest angehängt, der für die
Funktion des Moleküls als Signal essentiell ist (Willert et al., 2003). Erst seitdem
dieser Umstand bekannt ist, gelang es Proteine dieser wichtigen Gruppe effizient
aufzureinigen und für weiterführende Experimente zu verwenden. Bislang konnte
jedoch keines der bekannten Wnt-Proteine kristallisiert werden. Am
aminoterminalen Ende der Wnt Liganden befindet sich nach der Translation ein
Signalpeptid, das für die Sekretion des Moleküls in den extrazellulären Raum
verantwortlich ist. Ist der Ligand im Exozytosevesikel, wird das Signalpeptid vom
aktiven Ligand abgetrennt.
2.4.3 Von Wnt-Liganden ausgelösten Signalkaskaden
Bei der ß-Catenin abhängigen Wnt-Signalkaskade (kanonischer Wnt-Signalweg)
bindet das sekretierte Wnt-Signalmolekül unter Mithilfe eines membranständigen
Corezeptors (LRP5/6) an einen Rezeptor der Frizzled (fzd) sieben-transmembran-
Rezeptortyrosinkinaseklasse. Daraufhin phosphoryliert die Rezeptortyrosinkinase
15-137 18-110 6-1205-14 1-27
palmityoliert glykosyliert
33-64
Abb.8: Schematische Übersicht über ein konsensus-Wnt Protein.
Graue horizontale Felder markieren Bereiche, deren Länge konserviert ist.
Schwarze horizontale Linien symbolisieren unterschiedlich lange, gering konservierte Bereiche 
zwischen hochkonservierten Abschnitten (Zahlenangaben geben jeweils die kürzeste und die 
längste an dieser Stelle eingefügte Aminosäuresequenzen aus unterschiedlichen Wnt-Sequenzen 
an). Rote vertikale Linien markieren die 24 konservierten Cysteinpositionen. Die blaue vertikale 
Linie markiert die posttranslationale Palmitylierungsstelle (Cystein). Die blaue vertikale Zickzacklinie 
symbolisiert den kovalent verbundenen Palmitinrest. Rote Symbole zeigen glykosidische 
posttranslationale Modifikationen.
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fzd das Multifunktionsmolekül Dishevelled (Dsh). Dies wiederum bewirkt die
Auflösung eines Multiproteinkomplexes. Dieser Komplex markiert normalerweise
frei im Zytosol verteiltes ß-Catenin durch Phosphorylierung zum Abbau durch den
Proteasomen Proteindegradationsweg. Bei der Bindung von Wnt an fzd steigt
daher die intrazelluläre Konzentration von ß-Catenin. Erreicht die ß-
Cateninkonzentration ein kritisches Niveau, bindet es an den Transkriptionsfaktor
Tcf und reguliert die Expression nachgeschalteter Gene. Diese Kaskade ist
während der frühen Embryogenese von Wirbeltieren an der Differenzierung von
Zellen entlang der Körperachsen beteiligt. Werden Komponenten der
Signalkaskade, die zur Vermehrung von freiem ß-Catenin führen, durch Injektion
von mRNA überexprimiert, wird die Hauptköperachse sowie Kopfstrukturen
dupliziert (Sokol et al., 1991). Bislang wurden 55 Komponenten dieses
Signalweges identifiziert, die Einfluß auf die Zellantwort haben.
Der planare Zellpolaritätssignalweg (PCP) wurde in Drosophila melanogaster bei
genetischen Studien entdeckt (Mlodzik, 1999). Kutikulazellen des Drosophila
Flügels sekretieren Haare, die alle in eine Richtung weisen. Bei Störung eines
Wnt-Genes verändert sich deren Orientierung. Ausgelöst wird auch diese
Signalkaskade durch Bindung eines Wnt-Liganden an fzd, hier jedoch ohne
Mithilfe von LRP5/6. Ebenfalls wird Dsh phosphoryliert, vermutlich jedoch an
anderen Positionen. Dies wiederum aktiviert CDC42, ein G-Protein-bindendes
Protein der CDC42/Rho Familie, das den Transkriptionsfaktor Jun aktiviert. Die
Folge sind Rearrangements des Zytoskelettes. Aktivierung des PCP-Signalweges
führt während der Gastrulation der Vertebraten zur Polarisation von wandernden
Zellen. Diese bilden daraufhin Lamellipodien für eine gerichtete Wanderung
(Wallingford et al. 2000).
Durch Überexpression von XlWnt11 in Xenopus laevis Embryos werden schwere
Gastrulationsdefekte erzeugt, da eine korrekte Trennung der Keimblätter nicht
gelingt (Ku und Melton, 1993). In unreifen unbefruchteten Xenopus leavis Eiern ist
XlWnt11 mRNA gleichmäßig im Zytoplasma des Eis verteilt. Während der
Eireifung wird sie am vegetativen Pol des Eis cortikal deponiert. Später verliert die
mRNA die Bindung an den Cortex des Eies, nicht aber die vegetative Lokalisation.
Im Achtzellstadium ist die mRNA in den vegetativen Zellen des Embryos zu
finden. In der späten Blastula findet man das XlWnt11-Transkript in den dorsalen
Bereichen des Embryos. Zu diesem Zeitpunkt handelt es sich um zygotisch
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exprimiertes Transkript (Schroeder et al., 1999). Zygotische XlWnt11 mRNA spielt
eine Rolle bei der Entstehung des Niewkoop Zentrums und den konvergenten
Extensionsbewegungen während der Gastrulation. Die maternale Expression
scheint mit der Definition der ersten Symmetrieachse des Eies und des sehr
frühen Embryos in Verbindung zu stehen (Ku und Melton, 1993).
Viele Hinweise sprechen für die Existenz eines weiteren, durch Wnt-Liganden
ausgelösten Wnt-Signalweges, den Proteinase C abhängige Wnt-Signalweg
(PKC). Wnt5 kann an fzd-2  binden, was Ca2+ Ionen freisetzt. Dies wiederum
aktiviert Ca2+ abhängige Enzyme, darunter Proteinkinase C (PKC) (Slusarski et al.,
1997; Sheldahl et al.,1999; Kühl et al., 2000). Die Reduktion von fzd-7 mRNA in
Explantaten verändert das Zelladhäsionsverhalten. Durch Überexpression von
PKC, nicht aber einer der Komponenten des kanonischen- oder PCP-Signalweges
kann das normale Adhäsionsverhalten wieder hergestellt werden (Winklbauer et
al., 2001). Sowohl die nachgeschalteten Transkriptionsfaktoren, als auch die
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axiale Zelldifferenzierung Polarisierung des Zytoskelettes Zelladhäsionsverhalten
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2.4.4 Interaktionen der Wnt Signalwege untereinander und mit anderen
Signalwegen
Neben der offensichtlichen Verbindung zu Mechanismen der Zell-Zelladhäsion
über ß-Catenin, gibt es auch solche zum Jun-Kinase Signalweg, der ebenso wie
die Wnt Signalwege ein stark konservierter Mechanismus ist. Diese beiden sowie
wenige andere solche Signaltransduktionskaskaden steuern die
Embryonalentwicklung aller Tiere (Schoenwolf, 2002; Weiss 2005). Neben den
Verbindungen zu anderen Signalkaskaden sind die Wnt-Signalwege auch
untereinander verknüpft. So regulieren sie sich über Feedbackschleifen auf
mehreren Ebenen selbst. Dreiundzwanzig (Dasgupta et al., 2005) der
fünfundfünfzig bekannten Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges
haben funktionale Bindestellen für den Transkriptionsfaktor Tcf in ihrem Promotor.
Auch die verschiedenen Wnt Signalwege regulieren sich gegenseitig. So konnte
gezeigt werden, daß in Brachydanio rerio das Abschalten der maternalen Wnt5
mRNA zur ektopischen Aktivierung von ß-Catenin führt (Westfall et.al., 2003a).
Wnt5 kann anscheinend, in Abhängigkeit des zellulären Kontextes, den
kanonische Wnt Signalweg sowohl positiv als auch negativ regulieren (Mikels und
Nusse Programm des „Wnt meeting 2004“). Wnt5 Überexpression kann den Wnt3
Signalweg inhibieren. Diese Inhibition ist unempfindlich gegenüber Pertussis
Toxin, das G-Protein-vermittelte Signalkaskaden wie den ß-Catenin abhängigen –
und den PCP-Wnt-Signalweg blockiert. In der Maus ist die Chondrogenese in den
Spitzen der sich entwickelnden Gliedmaßenknospen von der Inhibition von ß-
Catenin vermittelten Signalen durch ein wnt5 Ortholog abhängig (Topol et.al.
2003).
Abb.9: Schematische und vereinfachte Übersicht der bekannten Wnt-Signalkaskaden.
a) ß-Catenin abhängiger Wnt-Signalweg: Wnt-Bindung an fzd erhöht die zytosolische ß-
Cateninkonzentration. Die Bindung von ß-Catenin an Tcf führt zur Kernlokalisation und zur 
Regulation von nachgeschalteten Genen. b) PCP Signalweg: Wnt Bindung an fzd aktiviert 
CDC42 und die Jnk-Kaskade, dies führt zur Veränderung der Genexpression.
c) PKC Signalweg: Bindung von Wnt an fzd bewirkt eine Erhöhung der zytosolische Ca
2+
 
Konzentration wodurch PKC aktiviert wird. Über einen bisher unbekannten Mechanismus 
werden nachgeschaltete Gene reguliert. 
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2.4.5 Die Rolle von Wnt Liganden bei Erkrankungen des Menschen
Störungen in der Kontrolle der Wnt-Signalkaskaden führen zu einer Vielzahl von
Erkrankungen (Nelson et al., 2004). Daher wird intensiv an der Aufklärung der
Zusammenhänge geforscht. So spielen Defekte, die zu einer konstitutiven
Anschaltung von Wnt-Signalwegen führen, eine Rolle bei der Entstehung der
familiären adenomatösen Polyposis (FAP), einer autosomal dominant vererbten
Krebserkrankung des Darms. Diese Erkrankung entsteht meist durch eine
verkürzte Version des Proteins  Adenous Polyposis Cancer of the Colon (APC).
Dies führt zur Aktivierung des Wnt-Signalweges an falschen Stellen im Körper
(Kinzler et al., 1991; Nishisho et al., 1991). Weitere Mutationen in den Genen für
ß-Catenin und APC konnten in vielen Darmkrebserkrankungen und auch vielen
anderen Tumortypen als Ursache für Erkrankungen identifiziert werden 
(Giles et al., 2003). Auch Mutationen im Gen für  Axin, ebenfalls eine Komponente
des ß-Catenin-abhängigen Signalweges,  führen zu Krebserkrankungen des
Menschen wie hepatozelluläre Karzinome (Satoh et al., 2000). Tetraamelia, eine
seltene Erkrankung des Menschen, die sich durch das Fehlen von Gliedmaßen
manifestiert, entsteht durch eine Mutation im Wnt3 Gen des Menschen (Niemann
et al., 2004). Eine Punktmutation im Gen für den Wnt Corezeptor LRP5 konnte als
Ursache für eine ungewöhnlich hohe Kochenmasse an ganz bestimmten
Positionen des Körpers, wie dem Kiefer und dem Gaumen, identifiziert werden
(Little et al., 2002; Boyden et al., 2002). Diese Mutation verhindert die Bindung
von LRP5 an den Wnt-Antagonisten Dickkopf (Dkk). Unter anderen Bedingungen
führen andere Mutationen im selben Gen auch zum Gegenteil, einer geringeren
Knochenmasse (Gong et al., 2001). Beides spricht für eine Funktion des
kanonischen Wnt-Signalweges in der Steuerung der Knochendichte.
Möglicherweise spielt eine Mutation im Wnt5B Gen eine Rolle in der Entstehung
von Typ2 Diabetis. Polymorphismen einzelner Nukleotidpositionen (SNP) in 11
menschlichen Wnt-Genen wurden auf ihre Häufigkeit bei Patienten mit dieser
Erkrankung untersucht, wobei ein hoher Signifikanzwert für einen bestimmten
SNP im HsWnt5B-Gen errechnet wurde (Kanazawa, 2004). Auch in der Genese
des Müllerschen Gangs, bei der Entwicklung der weiblichen Geschlechtsorgane
spielen Wnt-Signale eine Rolle. Eine Punktmutation im HsWnt4-Gen ist
verantwortlich für das Fehlen des Müllerschen Gangs und einem androgynen
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Äußeren, den Symptomen des Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser Syndroms
(Biason-Lauber et al., 2004). Heutzutage wird Krebs oft als eine Erkrankung des
Stammzellsystems betrachtet (Taipale und Beachy, 2001). Diese Sichtweise wird
durch viele Studien gestützt. So führt im Dickdarm des Menschen sowohl der
Verlust der TCF4- als auch der Dkk-Expression zum Verlust von Stammzellen
(Korinek et al., 1998; Pinto et al., 2003; Kuhnert et al., 2004). Diese Befunde
zeigen deutlich den großen Einfluss von Wnt-Signalen auf die Entstehung und
Aufrechterhaltung des Körpers und auf dessen Gesundheit. 
2.5 Wnt-Liganden in Cnidaria
Um den evolutionären Ursprung des Wnt Signalweges und seiner Komponenten
zu untersuchen, ist der Tierstamm der Cnidaria aufgrund seiner basalen Stellung
innerhalb der Metazoa besonders geeignet. Die Ausprägung der einzigen
Körperachse könnte durch einen einzelnen, ursprünglichen Mechanismus des
Wnt-Signalweges ermöglicht werden. Ein einzelner Vertreter der Wnt-Liganden
aus dem Phylum Cnidaria wurde in dem Hydrozoa Hydra vulgaris identifiziert
(Hobmayer et al., 2000). Phylogenetische Berechnungen ergaben, daß dieses
Molekül nicht dem Vorläufermolekül aller bekannten Wnt-Liganden entsprechen
kann, da es spezielle Sequenzmuster besaß, die nur in einer der 12 Subgruppen
dieser Molekülklasse vorkommen. Daraus musste man schließen, daß es in
Hydra vulgaris und anderen Cnidaria noch weitere Moleküle der Wnt-Großfamilie
geben muß oder andere dieser Gene sekundär in der Evolution verloren
gegangen sind. In jüngster Zeit  wurden Fragmente von weiteren vier Wnt mRNA
Molekülen aus verschiedenen EST-Genbanken (Holstein; Bode) (expressed
sequence tags) sequenziert.
2.6 Ziele der vorliegenden Promotionsarbeit
Die Anthozoa gelten als basale Gruppe der Cnidaria (Bridge et al.,1995). Aus dem
Anthozoo N. vectensis konnten im Rahmen einer Diplomarbeit (Sturm, 2000)
sechs verschiedene Sequenzfragmente putativer Wnt-Liganden aus revers
transkribierter mRNA isoliert werden. Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war
es, diese Wnt mRNA Fragmente sowohl in 5'- als auch in 3'-Richtung zu
Einleitung                                                                                                                22
vervollständigen. Die gewonnenen Sequenzen sollten durch komputergestützte
Berechnungen den homologen Sequenzen aus anderen Organismen zugeordnet
werden, um die evolutionäre Herkunft dieser wichtigen Molekülgruppe
aufzuklären. Des weiteren sollten der Zeitpunkt der Expression dieser Gene in der
Individualentwicklung von Embryonen und die räumliche Verteilung der mRNA im
sich entwickelnden Tier bestimmt werden. Abschließend sollten Studien über die
Funktion dieser Gene in N. vectensis durchgeführt werden und mit der Funktion
dieser Moleküle in anderen Tiere verglichen werden.
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3. Ergebnisse
Sekretierte Wnt-Signalmoleküle haben eine große Bedeutung für
Musterbildungsprozesse in höheren Metazoen (Cadigan und Nusse, 1997).
Mehrere Mitglieder dieser konservierten Molekülfamilie konnten in Cnidaria
(Hydra vulgaris und N. vectensis) identifiziert werden (Hobmayer et al., 2000;
Sturm, 2000). Um den evolutionären Ursprung und die Diversifikation dieser
Ligandenfamilie im Verlauf der Evolution zu komplexen Organismen zu
untersuchen, sollten die kurzen aus N. vectensis bekannten Wnt-
Transkriptsequenzen (Sturm, 2000) vervollständigt werden um eine molekulare
Phylogenie dieser Proteinfamilie zu erstellen.
3.1 Bekannte Transkriptbereiche für Wnt-Liganden aus N. vectensis
In der Diplomarbeit von Karsten Sturm (2000) „Klonierung und Charakterisierung
von ß-Catenin / Wnt-Homologen aus N. vectensis“ konnten durch einen Ansatz
mit degenerierten Primern 6 putative Wnt-Transkriptfragmente identifiziert werden.
Aus der Arbeit von Karsten Sturm (2000) lagen folgende PCR-Fragmente vor: 
NvWnt1:
5'-TGGCATTGGGGTGGGTGCAGTGATAACATCCATTTTGCAGACAACTTTT
    W  H  W  G  G  C  S  D  N  I  H  F  A  D  N  F
CAAAGCGCTTTGTAGACGCACAAGAAAAAGGACGGGATTTCCGTGCTCAGAT
S  K  R  F  V  D  A  Q  E  K  G  R  D  F  R  A  Q  I
CAACTTGCACAATAACAACGCCA-3'
  N  L  H  N  N  N  A
NvWnt4:
5'-TGGCAGTGGGGAGGTTGCAGTGACGACATCGACTTCGGCATGACCTTTG
    W  Q  W  G  G  C  S  D  D  I  D  F  G  M  T  F
CCACGCGATTCGTGGACGCGCGCGAGCGTGGAAGCGGGATTGGCAGTCCCGC
A  T  R  F  V  D  A  R  E  R  G  S  G  I  G  S  P  A
GCGCGTGTTGATGAATTTGCATAATAACCAAGCCGG-3'
  R  V  L  M  N  L  H  N  N  Q  A
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NvWnt7a:
5'-TGGGAGTGGGGTGGGTGCAGCGTCAATATTGGCCACGGCTTGGCGGTGG
    W  E  W  G  G  C  S  V  N  I  G  H  G  L  A  V  
CCAAGGAGTTCTTAAATGCGAACGACGCGGTCAGGAGCGATATAGCCCTGAT
A  K  E  F  L  N  A  N  D  A  V  R  S  D  I  A  L  M
GAATCGCCACAACAACAACGCAGGA-3'
 N  R  H  N  N  N  A  G
NvWnt10:
5'-TGGGATTGGGGGGGATGTGGCGATAATATTGACTACGGCATTGAAACGT
    W  D  W  G  G  C  G  D  N  I  D  Y  G  I  E  T  
CTGCCAAATTTTTGGACTCGCGCGAGAAAGGACGAGATTTACACTCCATGAT
S  A  K  F  L  D  S  R  E  K  G  R  D  L  H  S  M  M
GAACATGCACAATAACAACGCAGG-3'
  N  M  H  N  N  N  A
NvWnt11:
5'-TGGGAGTGGGGTGGGTGCCATGACAACATAGCTCGGGGCATGCGCTTTA
    W  E  W  G  G  C  H  D  N  I  A  R  G  M  R  F
GCAAAGACTTCACGGACGCGGTGGAAGCTCAGCGCATGAGGAAACACAAATC
S  K  D  F  T  D  A  V  E  A  Q  R  M  R  K  H  K  S
GATGGCCGTGGCTCTGATGAACCTGCATAACAACAACGCTGGA-3'
  M  A  V  A  L  M  N  L  H  N  N  N  A  G
NvWntA:
5'-TGGCATTGGGGTGGATGCAGCGAAAACGTGGGGCATGGGGACGATTTCT
    W  H  W  G  G  C  S  E  N  V  G  H  G  D  D  F 
CACGCAAATTCATGGACCCAGAGCCGCCGCGCAAAGAATTGGAATACCTGTT
S  R  K  F  M  D  P  E  P  P  R  K  E  L  E  Y  L  L
GGTGAAGCATAACAACAACGCAGGA-3'
  V  K  H  N  N  N  A  G
Degenerierte Primer stellen ein Gemisch verschiedener Oligonukleotide dar.
Daher wird die Sequenz des am besten bindenden Primer dem Produkt
Abb.10: Sequenzfragmente aus der Diplomarbeit von Karsten Sturm (Sturm, 2000).
Sequenzen der zuvor identifizierten Transkriptfragmente mit der korrespondierenden 
Aminosäuresequenz. Bindestellen der degenerierten Primer sind in blau markiert.
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aufgezwungen. Die Sequenz des Amplifikationsproduktes entspricht daher nicht
der tatsächlichen Sequenz des Genes.
Aus der Sequenzierung einer EST-Genbank (Holstein und Technau) wurde ein
weiteres Wnt-Transkriptfragment identifiziert. Die EST-Bank wurde aus einer
gemischten cDNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien gewonnen, die
durch reverse Transkription mit einem oligo-dT-Primer synthetisiert wurde.
5'-TTGGATTGTTTTCTTGCATTCACAGCTAACAGAGAGACAGCCTTCGTAC
    L  D  C  F  L  A  F  T  A  N  R  E  T  A  F  V
ACAGTATAAATACCGCAGCCGTCACGTATTTCTTAACCAGGGACTGTAGGAG
H  S  I  N  T  A  A  V  T  Y  F  L  T  R  D  C  R  R
AGGCATCTTTAGGAATTGCGCGTGTGTGCGACAGACGGGCCAAGCTGGAGAA
  G  I  F  R  N  C  A  C  V  R  Q  T  G  Q  A  G  E
TGGCGGGGGTGCAACGACAATGTCAAGTTTGGTGAAGTGCTTTCCAAACACT
 W  R  G  C  N  D  N  V  K  F  G  E  V  L  S  K  H
TCCTAAACGCCCGCCATGTGGACAAGCGCAAGGCCAGAGCGGTCATCCATTT
F  L  N  A  R  H  V  D  K  R  K  A  R  A  V  I  H  L
GCACAACAACGCTGTTGGGCGCAAAGCTGTTAAGAAGACTTTAAAGCAACAG
  H  N  N  A  V  G  R  K  A  V  K  K  T  L  K  Q  Q
TGCAAGTGCCACGGCGTGTCCGGCGGATGTTCGAGCAAAAGCTGCTGGAAAA
 C  K  C  H  G  V  S  G  G  C  S  S  K  S  C  W  K
CACTGCCACTGTTT-3'
3.2Vervollständigung von Wnt Transkriptsequenzen aus N. vectensis
3.3
Die schon bekannten Wnt-Transkriptfragmente sollten in 5'- und 3'-Richtung
komplettiert werden. Die Zugehörigkeit dieser Transkripte zu bekannten
Subfamilien dieser großen Molekülfamilie sollten in Stammbaumberechnungen
untersucht und Hinweise auf die evolutionäre Herkunft dieser Signalproteine
gesammelt werden. Durch 5'-RACE-PCR wurden cDNA Fragmente gewonnen,
Abb.11: Sequenzfragment aus der N. vectensis  EST-Bank (Holstein und Technau).
Sequenz des in einer EST-Genbank identifizierten Transkriptfragments mit der korrespondierenden 
Aminosäuresequenz. 
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die 5'-seitig der schon bekannten Fragmente lagen, durch 3'-RACE Fragmente
des 3'-Bereichs. Die gewonnen Klone wurden sequenziert (Fa. GATC) und
anhand überlappender Sequenzbereiche aus den unterschiedlichen PCR-
Reaktionen (5'-RACE, 3'-RACE und PCR mit degenerierten Primern) zu möglichst
vollständigen Transkriptsequenzen zusammengesetzt. Die identifizierte
Transkriptsequenzen wurden der NCBI Datenbank übermittelt








ORF 5'-UTR 3'-UTR AS
NvWnt1 626 b 1539 b 2106 b 1095 b 43 b 968 b 364 AS
NvWnt4 559 b 1012 b 1584 b 1065 b 52 b 467 b 354 AS
NvWnt7a 682 b 951 b 1581 b 1038 268 b 434 b 345 AS
NvWnt8a - 229 b >834 761 b 73 b ? 253
NvWnt10 720 b 949 b 1663 b 1050 b 196 b 417 b 351 AS
NvWnt11 497 b 675 b 1285 b 1056 b 125 b >104 b 343 AS
NvWntA 574 b 977 b 1549 b 1089 b 34 417 b 367 AS
Am 3'-Ende des NvWnt11-Transkriptes konnte bislang keine Poly-
Adenosinsequenz amplifiziert werden, daher ist die identifizierte Sequenz
vermutlich am 3'-Ende unvollständig. Der sequenzierte Bereich dieses
Transkriptes geht jedoch 104 b über das Stopkodon (TGA) hinaus, daher ist der
kodierende Bereich vollständig. Ebenfalls unvollständig ist die Transkriptsequenz
von NvWnt8a. Dieser Sequenz fehlt ein Startkodon (ATG). Vor der in der
vorliegenden Arbeit angegebenen kodierenden NvWnt8a-Sequenz befindet sich
im kodierenden Leserahmen ein Stopkodon (TAA). Auch in den anderen
Leserahmen befinden sich Stopkodone. Ob es sich hierbei um einen technischen
Artefakt handelt ist bislang ungeklärt. Im Vergleich der Aminosäuresequenzen
Tab.1: Übersicht über die identifizierten Wnt- Transkriptsequenzen.
Aufgeführt sind die Längen der identifizierten DNA-Fragmente aus den 5'-RACE, 3'-RACE, die 
Gesamtlänge der Transkripte, die Länge des kodierenden Bereiches (ORF), des 5'-untranslatierten 
Bereiches (5'-UTR), des 3'-untranslatierten Bereichs (3'-UTR) und die Länge der kodierten 
Aminosäuresequenz (AS). Längen sind in Nukleotiden (b) und Aminosäuren (AS) angegeben. (?) 
Das  NvWnt8 Transkript ist vermutlich 3' seitig länger als die identifizierte Sequenz .
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anderer Wnt8 Subgruppenmitglieder, ist die NvWnt8a Sequenz am
aminoterminalen Ende um etwa 45 AS kürzer. Das konservierte Sequenzmotiv,
das in den anderen Wnt-Sequenzen in diesem Bereich und aminoterminal davon
liegt, ist in keinem der drei möglichen Leserahmen zu finden. Das 3'-Ende von
NvWnt8a ist unvollständig, die Sequenz endet mit einem Stopkodon (TAA). Der
3'-UTR ist unbekannt.
Identifizierte Wnt-Transkriptsequenzen aus N. vectensis.
NvWnt1:
AGAAAGACGCAAACGCATAAGTGTGCACTTGTAAAAGCAGACC  ATG  CAAC         50
                                            M  Q
GATTCAGCGCAGCGATCCTCTTAGTGTTCATGGTGTCCGTGTGTATTAGT        100
R  F  S  A  A  I  L  L  V  F  M  V  S  V  C  I  S  
AACCACGAGGTTCAAGGCTGGTGGAACCTAGGCTTTGGTTTTGAGGATCT        150
 N  H  E  V  Q  G  W  W  N  L  G  F  G  F  E  D  L
GAAAAACGACTACAACATTCAGTTGTCACCTCCCAACCAAATCCGCGCTC        200
  K  N  D  Y  N  I  Q  L  S  P  P  N  Q  I  R  A
TGACACAGAAACAGATCCGTATCTCAAGGAGATACCCCGAGCTTATCCAG        250
L  T  Q  K  Q  I  R  I  S  R  R  Y  P  E  L  I  Q
TACATCGCGGGAGGAGCGAGGACgGCCATTCACGAGTGCCAGCACCAGTT        300
 Y  I  A  G  G  A  R  T  A  I  H  E  C  Q  H  Q  F
CCGAAACCGAAAATGGAATTGTTCGGCTCACAGCCCCGAGAACGTGTTTG        350
  R  N  R  K  W  N  C  S  A  H  S  P  E  N  V  F 
GCAAGATTCTCAAGCGAGCTTGTAGAGAAACCGCATTCACGTACGCAATA        400
G  K  I  L  K  R  A  C  R  E  T  A  F  T  Y  A  I
ACCGCTGCCGGTGTCTCGCACGCCATAGCCCGGGCATGCGGAGAAGGGAA        450
 T  A  A  G  V  S  H  A  I  A  R  A  C  G  E  G  K
GCTCTCCGCCTGTTCTTGTGACCAGCGGTATCGTGGTGTCAGCAAGCAAG        500
  L  S  A  C  S  C  D  Q  R  Y  R  G  V  S  K  Q  
GGTGGCAGTGGGGAGGATGCAGTGATAACATCCATTTT  GCAGACAACTTT          550
 G  W  Q  W  G  G  C  S  D  N  I  H  F  A  D  N  F 
NvWnt1-ORF-5'-a NvWnt1-ORF-3'-a
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TCAAAGCGCTTTGTAGACGCACAAGAAAAAGGACGGGATTT  CCGTGCTCA          600
 S  K  R  F  V  D  A  Q  E  K  G  R  D  F  R  A  Q
GATCAACTTGCACAATAACGAGGCTGGGCGAGCGGCCGTGCGCAACAACA        650
 I  N  L  H  N  N  E  A  G  R  A  A  V  R  N  N
TGATGTTGGAGTGTAAATGTCATGGTCTATCCGAGGCGTGTACCGTCAAG        700
M  M  L  E  C  K  C  H  G  L  S  E  A  C  T  V  K
ACATGCTGGAAGCGTCTCCCGGACTTTCGACTCGTTGGAGACGATTTAAA        750
 T  C  W  K  R  L  P  D  F  R  L  V  G  D  D  L  K
AGCGAAATTCGACGACGCGTCTATGGTAGAGTACCAGCAGAACAACAACA        800
  A  K  F  D  D  A  S  M  V  E  Y  Q  Q  N  N  N  
ACAGGAATTCAAATAGAAACCGCAACGAAGACCCAGCGCTCTTTATCCCA        850
N  R  N  S  N  R  N  R  N  E  D  P  A  L  F  I  P
AGTAAACCATATCTCCGGCGGCCCACCGTATACGACTTGGGGTACTACGA        900
 S  K  P  Y  L  R  R  P  T  V  Y  D  L  G  Y  Y  E
GCACTCGCCGAACTTCTGCGAGCGAAACCCGAGTGCTGGCTCGTTAGGGA        950
  H  S  P  N  F  C  E  R  N  P  S  A  G  S  L  G  
CACAAGGACGAGAGTGTAACACGACTTCTATGGGGACAGATGGGTGTGAG       1000
T  Q  G  R  E  C  N  T  T  S  M  G  T  D  G  C  E 
CTGATGTGCTGTGGCAGGGGATTCACTACGAGTTCGCAAGAGAGAGTTGA       1050
 L  M  C  C  G  R  G  F  T  T  S  S  Q  E  R  V  E
AAACTGTAACTGTCGGGTTTTTCTGGGTGGTTGTGAGGTAAAGTGTCAGA       1100
  N  C  N  C  R  V  F  L  G  G  C  E  V  K  C  Q
  
AGTGTAAACACGAAGGATCATTAAGTAACTGCTTATAATCATAATATAAA       1150
K  C  K  H  E  G  S  L  S  N  C  L  *
TGTATATAAAGGGgKGTCCATTAGTAACCTTAAAAGGGKGAGAAAATATA       1200
TCAAAGTGGTTGAGTAACTCTAATAGACGGGGAGGGGGRAACAACAGGTC       1250
TGTTTAAAGGAATATGTGTGMATTTTAAGGGTTGAAGTWAAGGGTGAGCG       1300
AGGGGATGTGGAATGGAAATCTTACGATAAAAGGGKAACGACMCCCCCCC       1350
CACCcTATCAkGGKKTTTATTAgRRCCCCTATAGTANCAAGTTTGTCGGG       1400
GCTCTAAACCTTTTAGTTTTTTAGTcCCCCCAGAGTAGTAAAACTAGGGT       1450
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CGAGCYCCCAAAcCCAGGRGCATATATTACGGTTMAGTTGCCTTGAGAGA       1550
ATAAAAATGCGTAGTTTTGAATATAGGAATATAGKCCGGTTAGAAATACT       1600
TTATCTTTACGTTTTKTCACGKGATKTTCTGTATGCAGATGCAGGkTTTT       1650
TGAGAAGGAGATAACTTAGGGACCGACGATTTAKTATCCGACAGGAAGGC       1700
TACTGGTCTGGTCGATTTTTGTCTAGGATATTGTTTATAATTCTCCCCAG       1750
AAAACTTTAAGGCGGTCCGAAGCTATTATCTATAGATCTATAGAGATAAA       1800
ACAAATACCACAGGCACGTAGCCCAGGATAATGAAAAGGTCTAATATCVA       1850
GGCGTGACCATCCTACTTAAGAAATAGCCAACTTATTGCCGTAAGAgGGG       1900
GTTAGGSNTGVVAAAgGGGGTTCGCTACGTGCTTGTACCATATGTGCATA       1950
TGTCCATCCATATCAAAAAAGAACAATAATAAATAGTTTGGATGTAAATA       2000
GTTTTATGCTGAGGAGACTTGTAGTAGATCTATGTTAAAATATGTGAGCA       2050
CATTTAGAATAAAGTATCATGCATAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA       2100
AAAAAA                                                   2106
NvWnt4:
GAAAAGAAGGAAGCCTTCATTGCAACGCAGTGTTTGCTGTTCACGTTCAA         50
      
TAATGATCGCACTTAAGATTGTTATTCTGACGCAGTTGGTAATGGCTTCG        100
   M  I  A  L  K  I  V  I  L  T  Q  L  V  M  A  S  
CTAGTGTACTCAAGTCAATGGCTATCGTTAGCGCTCACTGGAAGTAACCC        150
 L  V  Y  S  S  Q  W  L  S  L  A  L  T  G  S  N  P
AAATAGATTCTTATCCAAGAAAAACTGTGACGAGATCGGCCAGCTGTCGA        200
  N  R  F  L  S  K  K  N  C  D  E  I  G  Q  L  S  
ATCATCGCCAGGTCCAAGTATGCAAGCGGAACATCCAGGTCATGGACAGT        250
N  H  R  Q  V  Q  V  C  K  R  N  I  Q  V  M  D  S
GTGAAAGACGGGGCAAGCGTCGCACTGTTCGAGTGCCAACACCAGTTCCG        300
 V  K  D  G  A  S  V  A  L  F  E  C  Q  H  Q  F  R
CTATCGCCCGTGGAACTGCACTACGGTGCAGTTCAGCAGGTCACCCGTCT        350
  Y  R  P  W  N  C  T  T  V  Q  F  S  R  S  P  V
Abb.12: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt1.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-Primer, 
rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer. Der mit degenerierten 
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TTGGAAACTCTATCAATGGAGGGACACGCGAGGCCGCGTTTGTACACGCC        400
F  G  N  S  I  N  G  G  T  R  E  A  A  F  V  H  A
ATATCATCTGCCGGCGTTGCGTACGCAGTCACTCAGGCGTGCAGCTCCGG        450
 I  S  S  A  G  V  A  Y  A  V  T  Q  A  C  S  S  G 
GAGACTGGGCCAAAAGTGCGGATGCGACAGGAAGACACGTGGTCAGGCTG        500
  R  L  G  Q  K  C  G  C  D  R  K  T  R  G  Q  A
ACGGCTTCAATTGGGGCGGGTGCAGTGACGACATCGACTTCGGCATGACC        550
D  G  F  N  W  G  G  C  S  D  D  I  D  F  G  M  T 
TTTGCCACGCGATTCGTGGACGCGCGCGAGCGTGGAAGCGGGATTGGCAG        600
 F  A  T  R  F  V  D  A  R  E  R  G  S  G  I  G  S
TCCCGCGCGCGTGTTGATGAATTTGCATAATAACAGAGGCGGAAGACTGG        650
  P  A  R  V  L  M  N  L  H  N  N  R  G  G  R  L  
CCGTTAGAAAGTTCATGGACTTGCAGTGCAAATGCCACGGGGTATCCGGC        700
A  V  R  K  F  M  D  L  Q  C  K  C  H  G  V  S  G
TCGTGCAACATCAAAACCTGCTGGCGAGCTTTACCGAACTTTAGAATCGT        750
 S  C  N  I  K  T  C  W  R  A  L  P  N  F  R  I  V
CGGCGACTACATAAAAGAGAAATTCGATGGAGCTACTGAGGTCGAGTACA        800
  G  D  Y  I  K  E  K  F  D  G  A  T  E  V  E  Y 
AACTAATAGGCGGGAAACACGTGCTTGTGCCCAAAAATCGCAAATATAAA        850
K  L  I  G  G  K  H  V  L  V  P  K  N  R  K  Y  K 
CCTCACACTCAAATGGACCTGGTGTATCTGGTACAGTCACCCGACTTCTG        900
 P  H  T  Q  M  D  L  V  Y  L  V  Q  S  P  D  F  C
CGAACCCAACCCTAAGACTGGTTCCTTAGGGACACAAGGACGCATCTGTA        950
  E  P  N  P  K  T  G  S  L  G  T  Q  G  R  I  C  
ATCGGACATCTCAGGCGATTGACGGGTGCGACTTGATGTGCTGCGGGCGT       1000
N  R  T  S  Q  A  I  D  G  C  D  L  M  C  C  G  R
GGCTACGTCTCTCGCACGGAAGTGAGGCAGGAGCAATGCGCGTGCAAGTT       1050
 G  Y  V  S  R  T  E  V  R  Q  E  Q  C  A  C  K  F
CTTCTGGTGTTGTCACGTGAGATGCCAGACATGCATGCGGAGAGTCGAGG       1100
  F  W  C  C  H  V  R  C  Q  T  C  M  R  R  V  E  
TGAGCTATTGCAAATAACCACCAAATATCACCGAATATTCACTGAAGATC       1150
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CGATTGCGTCGATGAGAGATTCAACAGTGAACTGAATTTGGTCGAAAAGA       1200
ATGGAGCGAASYCTTTCAAATATGTACCGGgTTACCcTGTGGCAAGCACC       1250
ATGCGAAAGATYTAGACTCAAGACARGgCTGATGYYTTCAGCCGGCTATT       1300
GATTTGGAGAGATGACTGACGATWGGAAGGRCAAGAGATAGCMCATTTYT       1350
ATCCYTTGCATAAAGRRAGCAYBGTTKTTGAWATKKACAATCGKGGTGGG       1400
KGGAACTTATGATAGATTYWGGTAGGACACMWTKCTTACSAAGGGGTTDG       1450
GSATTDCACACTGTWCATTTTHCGGRGGsATKKTGGGMAAAGRCMWTACA       1500
CcTCATGGGASCYAAACATTTTYAAGGGGWKTCCATTTTTTTMAARKKVV       1550
RGKKKTWTTTHGGGARCATTTTTKYCSSMAGGGG                       1584
NvWnt7a:
AAGTCGCTACTTTTGGGTGATCGGTGTGGTTTATAAACCCGGCACAGCGC         50
ACGTCTATGAAGAAGCAATCTTGACGAGTACTCACCCAGTTTGGATACGC        100
AATACAAACATGGCTAAATGGTGCTTTGCGACATTTATACGACTCACTCT        150
                   M  R  F  C  E  D  K  P  G  T  M
GGTCTCCATTTCTCAGGGCTACGACCTGGGTGTCGAAGAGTGTAAATACC        350
  V  S  I  S  Q  G  Y  D  L  G  V  E  E  C  K  Y  
AGTTCAGGAATAAGAGATGGAATTGTTCACTTCTTGGAGAGGAAAGACCA        400
Q  F  R  N  K  R  W  N  C  S  L  L  G  E  E  R  P
TTTGGTCAAAGAGCAGTGCCGGGAACcAAGGAGGCcGCTTTTACTCATGC        450
 F  G  Q  R  A  V  P  G  T  K  E  A  A  F  T  H  A
AATCATCTCAGCGGGCATAGTTCAAGCGGTAACTTTGGCGTGCACTCAAA        500
  I  I  S  A  G  I  V  Q  A  V  T  L  A  C  T  Q  
ATCCGACCGGTTGCGGCTGCGATAGAAACAAGGATGGGATAAGCAGAGAG        550
N  P  T  G  C  G  C  D  R  N  K  D  G  I  S  R  E
Abb.13: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt4.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-Primer, 
rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer. Der mit degenerierten 
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GGGTGGAAATGGGGAGGCTGCAGCGTCAATATTGGCCACGGCTTGGCGGT        600
 G  W  K  W  G  G  C  S  V  N  I  G  H  G  L  A  V
GGCCAAGGAGTTCTTAAATGCGAACGACGCGGTCAGGAGCGATATAGCCC        650
  A  K  E  F  L  N  A  N  D  A  V  R  S  D  I  A
TGATGAATCGCCACAACAACGAAGTCGGCAGAGAGGTAGTCAACCGCAGC        700
L  M  N  R  H  N  N  E  V  G  R  E  V  V  N  R  S 
CTGTTAACAGAGTGTACATGCCACGGTCCATCTGCTTCGTGCGTCACGCG        750
 L  L  T  E  C  T  C  H  G  P  S  A  S  C  V  T  R
CACATGCTCACAAGCCCTCCCTTCGCCCCGTGCTGTTAGTAATAGGCTAA        800
  T  C  S  Q  A  L  P  S  P  R  A  V  S  N  R  L 
AGGCTCTTTACGACACAGCAAGGCGCGCAACTGTCTACCTATCATCTCTG        850
K  A  L  Y  D  T  A  R  R  A  T  V  Y  L  S  S  L 
GTGCGACCGGACGACAAAGTAGAAAAAGTCAAACCAATGGATCTCGCATA        900
 V  R  P  D  D  K  V  E  K  V  K  P  M  D  L  A  Y
CCTTAAGGATTCGCCTAACTACTGCACGAAGAACACCCTCAGCAAGCTTC        950
  L  K  D  S  P  N  Y  C  T  K  N  T  L  S  K  L
CAGGGACGCTTGGAGGGAATTGTAAGATTTCCGACGATAGCCAAGAAGAG       1000
P  G  T  L  G  G  N  C  K  I  S  D  D  S  Q  E  E
GAAAACTGTGACGTCATGTGTTGTGGACGTGGCTACGACACTCACCTGAT       1050
 E  N  C  D  V  M  C  C  G  R  G  Y  D  T  H  L  I
CACCAAGAGGTGGCAGTGCAGGTGCAAGTTTGTGTGGTGCTGTAATGTCA       1100
  T  K  R  W  Q  C  R  C  K  F  V  W  C  C  N  V 
 
GATGCAGCACGTGCTCTAAACGTGACATTGTCCAGACGTGCAAATAGCAT       1150
R  C  S  T  C  S  K  R  D  I  V  Q  T  C  K  * 
CGGCACGATCACGTGCCCTAAGCGTGATACTGTGCGGCAGGTATTCAAAT       1200
TAGCTTCAGCACGATCACGCGCTCAAAACGTGACATTTTTAGGCGTACAA       1250
ATAGTTTTAACACCATCATGTCCTCCAAGCGTGAAACTGTACAAATATTC       1300
AAATTAGCTTCATCACAATCACGTGCTCCAAGCGTGACATTTTCTAGGCG       1350
CGCAAATAGTATTAACACAATCATGTGCTCCTAGCGTGATACCGTCAGAC       1400
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CTTTGCAAATAGCTTTGCAAGTAGCAAATAGCACGATCGATCATCCAAGT       1500
TTCCCTATTGCATTTGTTAATATAGGGATTTCTTAAAAACTATAAGAGAA       1550
AGGTTTGCCATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                          1581
NvWnt8a:
TAGGGACACGCTCGAAAAATATAACATATTTTTCTTTAAGTGTTAATGTG         50
TGTTATCTAAATGCATATATAATTGGATTGTTTTCTTGCATTCACAGCTA        100
                       L  D  C  F  L  A  F  T  A 
ACAGAGAGACAGCCTTCGTACACAGTATAAATACCGCAGCCGTCACGTAT        150
N  R  E  T  A  F  V  H  S  I  N  T  A  A  V  T  Y
TTCTTAACCAGGGACTGTAGGAGAGGCATCTTTAGGAATTGCGCGTGTGT        200
 F  L  T  R  D  C  R  R  G  I  F  R  N  C  A  C  V
GCGACAGACGGGCCAAGCTGGAGAATGGCGGGGGTGCAACGACAATGTCA        250
  R  Q  T  G  Q  A  G  E  W  R  G  C  N  D  N  V
AGTTTGGTGAAGTGCTTTCCAAACACTTCCTAAACGCCCGCCATGTGGAC        300
K  F  G  E  V  L  S  K  H  F  L  N  A  R  H  V  D 
AAGCGCAAGGCCAGAGCGGTCATCCATTTGCACAACAACGCTGTTGGGCG        350
 K  R  K  A  R  A  V  I  H  L  H  N  N  A  V  G  R
CAAAGCTGTTAAGAAGACTTTAAAGCAACAGTGCAAGTGCCACGGCGTGT        400
  K  A  V  K  K  T  L  K  Q  Q  C  K  C  H  G  V
CCGGCGGATGTTCGAGCAAAAGCTGCTGGAAAACATTGCCACTGTTTTCC        450
S  G  G  C  S  S  K  S  C  W  K  T  L  P  L  F  S
GAAATAGGAGACTACCTTAAAGCAAAGTACCAACAAGCTCAAAAAGTCCG        500
 E  I  G  D  Y  L  K  A  K  Y  Q  Q  A  Q  K  V  R 
TCTGCATACCAACAAGCTTGTTTTGAAACTTCCTTCCCGTGTGTTTGCAC        550
  L  H  T  N  K  L  V  L  K  L  P  S  R  V  F  A
NvWnt8a-3'-RACE-i
NvWnt7a-ORF-5'-a
Abb.14: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt7a.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen.Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-Primer, 
rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer. Der mit degenerierten 
Primer identifizierte Bereich ist grau hinterlegt und unterstrichen. Start und Stop Kodone sind gelb 
hinterlegt.
NvWnt8a-3'-RACE-a
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CGCTGACCAAAAAAGCCCGTCGCAGCCTGGTCTTCCTAAAACCCTCTCCA        600
P  L  T  K  K  A  R  R  S  L  V  F  L  K  P  S  P
GACTACTGTCACCGCGACACAAAGAAAGGGTCAACCGGTGTGCTAGGTCG        650
 D  Y  C  H  R  D  T  K  K  G  S  T  G  V  L  G  R 
AGAATGTAGCAGCGATAGCCCAAATTACTTGGAGTGCATTCAGATGTGTA        700
  E  C  S  S  D  S  P  N  Y  L  E  C  I  Q  M  C
CGTCTTGTGATTATCGAGTGGAGAAAAAGTTAGCCGTCAGAAGTAGCAAA        750
T  S  C  D  Y  R  V  E  K  K  L  A  V  R  S  S  K
TGTAACTGTAAGTTTGTCTGGTGTTGTGACATCAAGTGTAGCGAGTGCA         800
 C  N  C  K  F  V  W  C  C  D  I  K  C  S  E  C  
AGAAATTGGTTGCTGTTACGAAATGTGTGCGCTAA                       834
K  K  L  V  A  V  T  K  C  V  R  *
NvWnt10:
ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTGGACACTGACATGG         50
ACTGAAGGAGTAGAAAGAGTGCCAGCTATGGCAAACTGTAAGACGCTTCA        100
AGTTATGTGAAGATCCACTACAGATGAGCGCGCTAGCTCAAGCCAGGACG        150
TGAACAATTCAAGGTGACGACCGCGCGATAGCGAGTTTCCTACGACATGG        200
                                               M
ATTTCAGAGGATTTGTGAAAGTCCTACTTATCTTCTTTCAGATCCACTCC        250
D  F  R  G  F  V  K  V  L  L  I  F  F  Q  I  H  S
AAGGGATTCGGCTACGGGATACTCAAGACTAGTATACcATTCGAAGACCC        300
 K  G  F  G  Y  G  I  L  K  T  S  I  P  F  E  D  P
GGTTATCAACTCCAACACAGTATGCAAAAACACGCCATCACTGAGCAAAG        350
  V  I  N  S  N  T  V  C  K  N  T  P  S  L  S  K
Abb.15: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt8a.
Putativer 5'-untranslatierter Bereich ist unterstrichen. Das Stopkodon ist gelb hinterlegt und 
unterstrichen. Die putative 5'-UTR ist Grün hinterlegt. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-
Primer. Der Bereich aus der EST-Bank ist grau hinterlegt und unterstrichen.
NvWnt10-ORF-5'-a
NvWnt10-ORF-5'-i
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AGCAGCTGAAGATGTGCAGGCGACTCCCAGATGTAGTAGCTAGCGCACTA        400
E  Q  L  K  M  C  R  R  L  P  D  V  V  A  S  A  L
CAAGGCATGCAGTATGCCATTCACGAGTGCCTGGCGCAGTTTCGCTACCG        450
 Q  G  M  Q  Y  A  I  H  E  C  L  A  Q  F  R  Y  R
ACGGTGGAACTGCTCTTCTTTGGAAATGAAAAACAGAAACCCTCTGGCAA        500
  R  W  N  C  S  S  L  E  M  K  N  R  N  P  L  A 
ACCCTTTGCTCTCTCGCGGGTTCCGTGAGACAGCGTTCGTGCACGCTATC        550
N  P  L  L  S  R  G  F  R  E  T  A  F  V  H  A  I
CTCTCCGCGGGAATGACCAGCTCCGTGGCGCGAGCCTGCAGTATGGGCAA        600
 L  S  A  G  M  T  S  S  V  A  R  A  C  S  M  G  K  
                      
GCTCGCCAAATGCGGTTGCGACGAGTCCCTGAGGGGGAGAGGGACGGGCT        650
  L  A  K  C  G  C  D  E  S  L  R  G  R  G  T  G
GGGAGTGGGGTGGCTGTGGCGATAATATTGACTACGGCATTGAAACGTCT        700
W  E  W  G  G  C  G  D  N  I  D  Y  G  I  E  T  S
GCCAAATTTTTGGACTCGCGCGAGAAAGGACGAGATTTACACTCCATGAT        750
 A  K  F  L  D  S  R  E  K  G  R  D  L  H  S  M  M
GAACATGCACAATAACATGGTCGGAAGAACGACCTTGAGTGAAAACGCTA        800
  N  M  H  N  N  M  V  G  R  T  T  L  S  E  N  A
AAACAAAATGCAAGTGTCACGGGATGTGCGGATCGTGCAGCGTAAAAACG        850
K  T  K  C  K  C  H  G  M  C  G  S  C  S  V  K  T
TGCTGGAAGACTGTGCCCGACATCCGGGAGATTGGCGACCGTTTGATGGA        900
 C  W  K  T  V  P  D  I  R  E  I  G  D  R  L  M  E
AAAGTATGATCACGCGACTACTATAGGGATGGGGAACGGACGGCTTCGAC        950
  K  Y  D  H  A  T  T  I  G  M  G  N  G  R  L  R
TTCATTTGACGCGCCGCAAAGCACGTCGGTCCAGTGTGGGTAGGGCGCTT       1000
L  H  L  T  R  R  K  A  R  R  S  S  V  G  R  A  L
GTCTACTACGAGGATTCCCCAAATTACTGCATTGAGAATAAGGAACTGGG       1050
 V  Y  Y  E  D  S  P  N  Y  C  I  E  N  K  E  L  G
ACAATTGCCAAAATCTGTGCTGCGAGCGGGGTTACACCACTAAGAAGCTG       1100
  I  F  G  T  R  G  R  I  C  S  P  E  S  L  D  T
GATTTTCGGTACACGTGGCAGGATTTGTTCACCGGAATCCTTGGACACGG       1150
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CAAGTAACCAAACGATGTCGCTGTCACTTCAGCTGGTGTTGCTATTTGAT       1200
 Q  V  T  K  R  C  R  C  H  F  S  W  C  C  Y  L  I  
TTGCGACACTTGCAGAGAGACTTCCACTGTTAGTATCTGCAGTTAAGCTG       1250
  C  D  T  C  R  E  T  S  T  V  S  I  C  S  *
CCAACCCAAAGCGGAAAAGAAGTGTTATCTACTGGCTGGGGTGGCACTAC       1300
ATCAAGATGTAAACGCGCCTATGAAGGGAATAAACGCATCGCATGCAATA       1350
GCATAAGTAATAGGTTCGAGTGTTAAAAGATGCGAGAGACATTCTTTTTT       1400
AAATTGACGTTGGTATCGAAAGTTTTTGTTTGCGTTATCTCAAACAGCAA       1450
ACACAACATACGTGTGCGCAAGGCTTGAGTGTATTCAGTTAACGTGGCCG       1500
TTACAGAGCGATACGCAAGATTTTGATGGTCTATTTGACAGATTATTGAT       1550
CGCAAAATAATTTGGTTTGCTCCTGACACTGCTTGTTTATAATGCGTGTA       1600
AATGACTGATGTGTTATCAAAGGAACATAAAAACAGAGTCACTCTGAAAA       1650
AAAAAAAAAAAAA                                            1663
NvWnt11:
GAAAGTGTATACCTTCTGCGATTAATTATACTTCTCTTGTTTGTAGGTGC         50
GTGGAGATTCAAAGATCTGTATTAAGTAGCACGATCAGTAAAGCAGGGAG        100
CTGATAGTAGGATCGGTGACTCAAGATGTACTCTTTGTTTGGCCTTTTTG        150
                          M  Y  S  L  F  G  L  F
TGGTCCTTTGCCTGTCCATTTTGGAGTCCGGTAGTGACAATCAGATGGCT        200
V  V  L  C  L  S  I  L  E  S  G  S  D  N  Q  M  A
GGGGATTCGACATACATCGCAACACACGTGGGACAAAAAGACTGCAACAG        250




Abb.16: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt10.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-
Primer, rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer. Der mit 
degenerierten Primer identifizierte Bereich ist grau hinterlegt und unterstrichen. Start und Stop 
Kodone sind gelb hinterlegt.
NvWnt11-ORF-5'-a
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GATCCATGGATTCAGTGGTAAACAGTACAAAATATGTCGGCGGAATCTTC        300
  I  H  G  F  S  G  K  Q  Y  K  I  C  R  R  N  L  
CAGCCATGCCCTATGTGACAGCAGCGGTCGAGATGACCCCGAAAGAGTGC        350
P  A  M  P  Y  V  T  A  A  V  E  M  T  P  K  E  C
CAACATCAGTTCCAAAATAAAAGATGGAATTGCTCTACTATCATGAAAGC        400
 Q  H  Q  F  Q  N  K  R  W  N  C  S  T  I  M  K  A
CCCACAGTTTTTACCGGATCTGAAGCGAGGTACCCCAGAGGCTGCGTTTG        450
  P  Q  F  L  P  D  L  K  R  G  T  P  E  A  A  F
TGTACGCTCTGTCAGCCGCTGCCCTCACCTATTCCATAACGCAGGCGTGC        500
V  Y  A  L  S  A  A  A  L  T  Y  S  I  T  Q  A  C 
GGCATGAAGCGCCTCAAGCCCTGCAAGTGTGGCACCAACCCCAAGTTCAA        550
 G  M  K  R  L  K  P  C  K  C  G  T  N  P  K  F  K
GCACCCCGATGGCGAATGGGGCGGTTGCCATGACAACATAGCTCGGGGCA        600
  H  P  D  G  E  W  G  G  C  H  D  N  I  A  R  G
          
TGCGCTTTAGCAAAGACTTCACGGACGCGGTGGAAGCTCAGCGCATGAAA        650
M  R  F  S  K  D  F  T  D  A  V  E  A  Q  R  M  K   
CACAAATCGATGGCCGTGGCTCTGATGAACCTGCACAACAATGGCGTCGG        700
 H  K  S  M  A  V  A  L  M  N  L  H  N  N  G  V  G
CAGGAAGGCCGTGCACTCCCGTCTTGAGTTCCACTGCAGGTGTCATGGCG        750
  R  K  A  V  H  S  R  L  E  F  H  C  R  C  H  G 
TTTCCGGTGGCTGCACCGCCAAGACCTGCATCCGGCGCCTGGGCGACTTC        800
V  S  G  G  C  T  A  K  T  C  I  R  R  L  G  D  F
CGCCTGGTGGCGGACCTCCTCAAGAAGCGCTACGCGCGAATTGTGTACGT        850
 R  L  V  A  D  L  L  K  K  R  Y  A  R  I  V  Y  V
AGAAAGCAAAACGAAATCCAAGCGCAAAGCGCGCGTCTTGAAATCCAAGC        900
  E  S  K  T  K  S  K  R  K  A  R  V  L  K  S  K
GCGGACGGCGTCGTTATACATCAAGTGACCTGGTGGCGCTCCAAGGGTCG        950
R  G  R  R  R  Y  T  S  S  D  L  V  A  L  Q  G  S
CCTAACTACTGCCACAAAAACAGAAAGCGTGGAACGGCGGGGACGCACGG       1000
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AAGGCTGTGTGACCCGACTAAGAGAAGAGGAGAAGGGAGCTGTGCGTATC       1050
  R  L  C  D  P  T  K  R  R  G  E  G  S  C  A  Y
TTTGTTGCGGGCGAGGACACAGGACTGTGGAGGTGGTACATGAGGAGAGA       1100
L  C  C  G  R  G  H  R  T  V  E  V  V  H  E  E  R
TGCGAGTGCAAGTACATATGGTGTTGCTACGTCAAGTGTCAAACCTGCCG       1150
 C  E  C  K  Y  I  W  C  C  Y  V  K  C  Q  T  C  R
GAAACGGGTACGAGAAAGTCGATGTTTGTGAACATGCGCAATTTAAGAAA       1200
  K  R  V  R  E  S  R  C  L  *
GAACTTAAAGGTCAGATTACTTACGTCAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCA       1250
GGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAAGCGCGTGAT                      1285
NvWntA:
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAAAAGAGATGGCTGTCTCCGTTG         50
                                   M  A  V  S  V
CAGTCATAACCTTAGCGATACTCCTCTCTGAACAAGCAGACGGACGAAGG        100
A  V  I  T  L  A  I  L  L  S  E  Q  A  D  G  R  R
AAATTCAGGGACAACCCAGTGATCCCGTCTGCTCGACCGAGTTTAGTCAC        150
 K  F  R  D  N  P  V  I  P  S  A  R  P  S  L  V  T
CAGCGAAGAAGTCACTCAGTTCTGCTCTCTCATGCCATGGATGAAACCTC        200
  S  E  E  V  T  Q  F  C  S  L  M  P  W  M  K  P 
ATCAAAAGCAAAAATGTCTGCTTGAGCCACTAGTCATGCCTAGCGTTCAG        250
H  Q  K  Q  K  C  L  L  E  P  L  V  M  P  S  V  Q
CGCGGGGTTGGGATGGCCCTTGAAGAGTGTCCTAGCCATTATAGCGATCA        300
 R  G  V  G  M  A  L  E  E  C  P  S  H  Y  S  D  H
CAAGTGGAATTGCTCCGGGGTAAACACAGCACAGGTCTTTCAGGAGCGGG        350
  K  W  N  C  S  G  V  N  T  A  Q  V  F  Q  E  R  
NvWnt11-ORF-3'-i
Abb.17: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWnt11.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-Primer, 
rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer, der mit degenerierten 
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GAATCTTAAAAACAAATACCAAGGAGAGCGCCTTCGTGTTTGCTCTCACA        400
G  I  L  K  T  N  T  K  E  S  A  F  V  F  A  L  T
TCAGCAGGGGTGTCCTTTCAAATAACCAAGGGCTGTAGCCTTGGCAACTG        450
 S  A  G  V  S  F  Q  I  T  K  G  C  S  L  G  N  W
GGAACAGTGCGGTTGTGATACGCAGGTTCGCGGGCGCGTGCAGACTAAAG        500
  E  Q  C  G  C  D  T  Q  V  R  G  R  V  Q  T  K
                         
ACGAGGCGAGTTGGGAATGGGGCGGATGCAGCGAAAACGTGGGGCATGGG        550
D  E  A  S  W  E  W  G  G  C  S  E  N  V  G  H  G 
GACGATTTCTCACGCAAATTCATGGACCCAGAGCCGCCGCGCAAAGAATT        600
 D  D  F  S  R  K  F  M  D  P  E  P  P  R  K  E  L
GGAATACCTGTTGGTGAAGCATAACAACGAGGCTGGGCGCAAAGCCTTGA        650
  E  Y  L  L  V  K  H  N  N  E  A  G  R  K  A  L  
AGGATAACATGGGCAAGACATGTAAATGCCACGGCGTGTCGGGGTCGTGC        700
K  D  N  M  G  K  T  C  K  C  H  G  V  S  G  S  C
ACTGTGAAAATATGCTGGCGTACTATGCCAAACTTCAGCGTCGTGCCCCA        750
 T  V  K  I  C  W  R  T  M  P  N  F  S  V  V  P  Q
ATTACTACGCAAGAAATTCGACCAAACAACTAAGGTCAAAGCTAACGACA        800
  L  L  R  K  K  F  D  Q  A  T  K  V  K  A  N  D
AAAAGACGAAACTCCAACGTATCACTCGTGGTAAGCGGGGTAAGAAGAAG        850
K  K  T  K  L  Q  R  I  T  R  G  K  R  G  K  K  K  
AGGCAGAAGGGCAGACGACCATCTGCGGGGGATCTGGTCTTCGCGGAAAA        900
 R  Q  K  G  R  R  P  S  A  G  D  L  V  F  A  E  K
ATCCCCGAAATTTTGCATCCCAAATCCGGAGTTAGGAATTCTTGGAACAA        950
  S  P  K  F  C  I  P  N  P  E  L  G  I  L  G  T
GAGGTCGTGTGTGTGATGCAAATGCCAAAGATAATCGAGGGTGCAAAAAG       1000
R  G  R  V  C  D  A  N  A  K  D  N  R  G  C  K  K
ATGTGCTGTAATCGCGGGTACGACACATTCAAGTTGTCGAATCAAGTCAA       1050
 M  C  C  N  R  G  Y  D  T  F  K  L  S  N  Q  V  K
GTGCAACTGCGAATTTATTTGGTGTTGCAAGGTGCAGTGTGACATGTGTA       1100
  C  N  C  E  F  I  W  C  C  K  V  Q  C  D  M  C
         
AAAAGGACTGGACCGAGTATCGATGCCGATAAAGCCCCCACCCTACCCGC       1150
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AACATAAATGCCTTGGAAGGAGTTCGCGTATTAAAATAACGCCTTTACTT       1200
CGGCAAGATTGAACACTTGTGTATTGAACACAAGTCAAACAAAAGGTTGA       1250
AATCTCGGCATGGATTCTCCACGAAAACTTCCTCCTGATCACGTGCCTTG       1300
GCATTCTGATCACGTGTGTTTTGGTCCGATGTTCTTATGCAGTGGCCCCT       1350
ACGTGTTATATCACTTTTATCACGTGTCTTAGTATTCTGATCACGTGATA       1400
GTAGCATGGACACCGTATAGTGATTATTTGATGCTTATTGACATCATTCA       1450
AGGCGAGTTGGGTTGTTATTTTTCCGAGGGTTAATGCTCTTATAGCGGCG       1500
TACTTGAAATCTGAAATTTAGCTGAATATCTGTCAAAAAAAAAAAAAAA        1550
3.3 Alignierung von putativen Wnt Aminosäuresequenzen
Für die Errechnung molekularer Stammbäume aus Nukleotid- oder
Aminosäuresequenzen müssen die verwendeten Sequenzen zuerst aligniert
werden. Das Computerprogramm ClustalW, das für die Alignierung von
Aminosäuresequenzen in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, erzeugt ein
biologisch relevantes Alignment aus verschiedenen Sequenzen. Es errechnet die
größten Gemeinsamkeiten für die verwendeten Sequenzen und aligniert sie so,
daß identische, ähnliche (semikonservative) und unterschiedliche Positionen
übereinander angeordnet werden. Außer den in 3.2 aufgeführten
Aminosäuresequenzen wurden aus N. vectensis weitere Mitglieder der Wnt-
Genfamilie (NvWnt2, NvWnt5, NvWnt6, NvWnt7b und NvWnt8b) im Labor von
Marc Q. Martindale identifiziert. Diese Sequenzen wurden mit in die Alignierung
und die anschließenden Stammbaumberechnungen eingeschlossen. Zunächst
wurden, die aus den cDNA Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen sowie
eine Auswahl von Transkriptsequenzen aus Vertretern der großen
übergeordneten taxonomischen Phyla Deuterostomia,  Ecdysozoa,
Lophotrochozoa und Cnidaria, durch ClustalW nach gemeinsamen konservierten
Motiven geordnet (Ag = Anopheles gambia, Bf = Branchiostoma floridae, Bm =
NvWntA-ORF-3'-a
Abb.18: Übersicht über die Transkriptsequenz von NvWntA.
5'-und 3'-untranslatierte Bereiche sind unterstrichen. Blaue Pfeile markieren die 3'-RACE-Primer, 
rote Pfeile die 3'-RACE-Primer, schwarze Pfeile die 5'- und 3'-ORF-Primer. Der mit degenerierten 
Primer identifizierte Bereich ist grau hinterlegt und unterstrichen. Start und Stop Kodone sind gelb 
hinterlegt.
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Bombyx moori, Ce = Coenorhabditis elegans, Dm = Drosophila melanogaster, Hs
= homo sapiens,  Hv = Hydra vulgaris, Nv = N. vectensis, Pd = Platynereis
dumerilii, Pv = Patella vulgata) (eine vollständige Auflistung der verwendeten
Sequenzen befindet sich auf Seite 100, Material und Methoden 5.5). Der N-
terminale Bereich der translatierten Aminosäuresequenzen, vom Start-Methionin
bis eine Aminosäureposition vor dem ersten konservierten Cysteinrest, wurde aus
allen Sequenzen entfernt. Dieser Bereich kodiert für das Signalpeptid, das die
Sekretion in das richtige Zellkompartiment steuert. Die Signalpeptide der Wnt-
Aminosäuresequenzen unterscheiden sich selbst innerhalb der einzelnen Wnt-
Subfamilien so stark in ihrer Sequenz und Länge, daß sie nicht zur Berechnung
molekularer Stammbäume beitragen, sie aber stören können. Das durch ClustalW
erzeugte Alignment wurde per Hand editiert. Die Qualität des Alignments in Bezug
auf die biologische Relevanz, ist von fundamentaler Bedeutung für die Qualität
der daraus berechneten molekularen Stammbäume. Daher wurde das Alignment
nicht nur nach dem Konservierungsgrad einer Aminosäureposition über alle
Sequenzen editiert, sondern ebenfalls nach anderen Eigenschaften, der an der
entsprechenden Stelle stehenden Aminosäure. So hat das Vorhandensein oder
Fehlen eines der konservierten Cysteinreste eine größere Bedeutung für die
Funktion des Liganden als bei anderen Positionen. Das Alignment befindet sich
im Anhang dieser Arbeit.
3.4 Berechnung der Verwandtschaftsverhältnisse von Wnt Aminosäuresequenzen
verschiedener Metazoen
Ausgehend von dem handeditierten Alignment der oben genannten Wnt-
Aminosäuresequenzen und weiteren Sequenzen aus Datenbanken (NCBI,
Sanger) sowie von Marc Q. Martindale (Hawaii) (Kusserow et al., 2005). wurden
phylogenetische Berechnungen durchgeführt. Die 12 in N. vectensis, sowie die in
Hydra vulgaris identifizierten Wnt-Aminosäuresequenzen sollten wenn möglich,
den aus anderen Organismen bekannten Subfamilien zugeordnet werden. So
sollten Rückschlüsse auf die Wnt-Gen-Ausstattung des letzten gemeinsamen
Vorfahren der Cnidaria und Bilateria ermöglicht werden. Für die Berechnung der
molekularen Stammbäume wurden drei verschiedene Algorithmen verwendet.
Maximum-parsimony-Analysen wurden mit dem Programm PAUP
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(http://paup.csit.fsu.edu/), Maximum-likelyhood-Analysen mit TreePuzzle
(www.tree-puzzle.de) und Bayesian-inference-Berechnungen mit MrBayes
durchgeführt(http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes). 
Alle drei Methoden erzeugen Stammbäume mit den 12 Wnt-Subfamilien Wnt1-11
sowie WntA mit guter statistischer Unterstützung. In Cnidariern (N. vectensis und
Hydra vulgaris) sind Orthologe von 11 der 12 Subfamilien vertreten, lediglich ein
Vertreter der Wnt9-Subfamilie konnte nicht identifiziert werden. Hierbei bleibt
unklar, ob ein Mitglied dieser Subgruppe in Cnidaria fehlt, oder unter den bisher
gewählten Bedingungen nicht identifiziert werden konnte. Den Subfamilien Wnt7
und Wnt8 konnten jeweils zwei NvWnt-Paraloge zugeordnet werden. In beiden
Fällen sind die Paraloge näher miteinander verwandt als mit einem der beiden
Paraloge des Menschen. Vermutlich handelt es sich um Cnidaria- oder Anthozoa-
spezifische Duplikationen. Als Außengruppe wurde in allen molekularen
Stammbaumberechnungen HsWnt16 verwendet. Mitglieder dieser Subfamilie
konnten bislang nur in Vertebraten identifiziert werden. Daher ist in dieser
Subfamilie außer der menschlichen Sequenz kein weiterer Vertreter in den
berechneten Stammbäumen enthalten. Dies macht diese Sequenz als
Außengruppe besonders geeignet. In den TreePuzzle- und MrBayes-
Berechnungen wurde das Substitutionsmodell von Jones, Taylor und Thornton
(Jones et al., 1992) verwendet.
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Abb.19: Mit TreePuzzle (maximum likelihood) errechneter molekularer Stammbaum der Wnt-
Liganden.
12 Subfamilien an Wnt-Liganden können unterschieden werden. Hinter jeder Subfamilie steht 
ihr Name. Über dem Zweig der zu jeder Subgruppe führt, ist ihre statistische Unterstützung 
farbig angegeben. N. vectensis Sequenzen sind größer und fett dargestellt. Die Hydra vulgaris 
Sequenz ist größer, fett und unterstrichen. mit * sind die Sequenzen versehen, deren 
Bezeichnung für eine bessere Übersichtlichkeit geändert wurden. Speziesabkürzungensind 
kursiv (siehe S. 101 Punkt 5.6). Außengruppe ist HsWnt16. Maßstab markiert die evolutionäre 

























































































































































































Abb.20: Mit MrBayes (Bayesian inference) errechneter molekularer Stammbaum der Wnt-
Liganden.
12 Subfamilien an Wnt-Liganden können unterschieden werden. Hinter jeder Subfamilie steht ihr 
Name. Über dem Zweig der zu jeder Subgruppe führt, ist ihre statistische Unterstützung farbig 
angegeben. N. vectensis Sequenzen sind größer und fett dargestellt. Die Hydra vulgaris Sequenz 
ist größer, fett und unterstrichen. mit * sind die Sequenzen versehen, deren Bezeichnung für eine 
bessere Übersichtlichkeit geändert wurden. Speziesabkürzungensind kursiv (siehe S. 101 Punkt 
5.6). Außengruppe ist HsWnt16. Maßstab markiert die evolutionäre Distanz. Bild: Kusserow et al., 
2005.













































































































Abb.21: Mit PAUP (Maximum Parsimony) errechneter molekularer Stammbaum der Wnt-Liganden.
12 Subfamilien an Wnt-Liganden können unterschieden werden. Hinter jeder Subfamilie steht ihr 
Name. Über dem Zweig der zu jeder Subgruppe führt, ist ihre statistische Unterstützung farbig 
angegeben. N. vectensis Sequenzen sind größer und fett dargestellt. Die Hydra vulgaris Sequenz 
ist größer, fett und unterstrichen. mit * sind die Sequenzen versehen, deren Bezeichnung für eine 
bessere Übersichtlichkeit geändert wurden. Speziesabkürzungensind kursiv (siehe S. 101 Punkt 
5.6). Außengruppe ist HsWnt16. Maßstab markiert die evolutionäre Distanz. Bild: Kusserow et al., 
2005.
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3.5 Identifizierung Wnt-subfamilienspezifischer Aminosäuresequenzmerkmale
Da nicht immer vollständige Sequenzen eines Wnt Liganden zur Identifizierung
der Subgruppenzugehörigkeit zur Verfügung stehen, wurden Wnt-
Aminosäuresequenzen aligniert und nach subgruppenspezifischen Merkmalen
untersucht. Die Aminosäurepositionen des jeweiligen Merkmals wurde auf die
Position dieses Merkmals in einer Referenzsequenz bezogen. Die
Referenzsequenz steht hinter der Positionsangabe in Klammern (HsWn16,
HsWnt1 oder HsWnt8a). Allen Wnt1 Subgruppenmitgliedern fehlen die ersten
beiden konservierten Cysteinreste in Position 43 und 56 (HsWnt16), diese
Sequenzen enden an der Position 370 (HsWnt1). Die Mitglieder der Subgruppen
Wnt8 und Wnt2 gehen über diese Position hinaus. Sequenzen der Subgruppe
Wnt8 weisen zudem eine zwei-Aminosäureninsertion hinter Position 294
(HsWnt8A) auf. Diese Aminosäurepositionen fehlen in allen anderen Subgruppen
(Im Alignment, Seite 42 d, Ergebnisse  3.3). 
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3.6 Analyse der räumlichen und zeitlichen Verteilung der NvWnt-Genexpression
Um Aufschluß über die mögliche Funktion der Wnt-Liganden in N. vectensis zu
erlangen und mit dem der orthologen Transkripte anderer Organismen zu
vergleichen, wurde das Transkriptionsmuster der Wnt-Transkripte während des
Verlaufes der Entwicklung mit Hilfe von Digoxygenin-markierten RNA-Sonden
sichtbar gemacht. Alle Transkripte zeigen ein individuelles, keimblattspezifisches
Expressionsmuster. 
3.6.1 Expression von NvWnt1
In der Entwicklung vom ersten Anzeichen der Gastrulation bis zum Erreichen des
Primärpolypenstadiums, ist NvWnt1 in einem engen zirkulären Muster im
Ektoderm um den Blastoporus herum sichtbar. Sobald die ersten Zellen mit der
Invagination beginnen, exprimieren die Zellen, die auf der Oberfläche der Gastrula
verbleiben, das Transkript. Ektodermale Zellen, die während der Gastrulation in
den Embryo gelangen und dort den Pharynx bilden, sind von der Färbung
ausgenommen. Nur wenige Zellen, in einem Streifen mit einer Breite von wenigen
Zelldurchmessern, weisen NvWnt1 Expression auf. 
Abb.22: Übersicht über die NvWnt1 Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien.
a) Die NvWnt1 Expression beginnt mit der Gastrulation um den Urmund herum.
Dieses Muster bleibt in der frühen (b), mittleren (c) und späten (d) Planulalarve bis zum Erreichen 
des Primärpolypenstadiums (e) erhalten. (Blastoporus in allen Bildern rechts) 
 Bilder: (a,b,c,d) Kusserow et al., 2005. 
d e
cba
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3.6.2 Expression von NvWnt4
Die Expression von NvWnt4 ähnelt der von NvWnt1. Auch die NvWnt4
Expression beschränkt sich auf das Ektoderm. Jedoch ist die Expressionsdomäne
deutlich größer und zieht sich weiter in Richtung aborales Körperende. Ein kleiner
Sektor des Blastoporus zeigt keine Färbung. Ein solches asymmetrisches
Expressionsmuster ist auch für ein Forkhead-Homolog aus N. vectensis
beschrieben worden (Fritzenwanker, 2004). Möglicherweise reflektiert dieser
Umstand den ungleichmäßigen Invaginationsvorgang. Die Expressionsdomäne
liegt während der Metamorphose aborale von den sich entwickelnden Tentakel.
Im Gegensatz dazu ist die NvWnt1 Expression auf die orale Seite der Tentakel
beschränkt. Zumindest einige Zellen, die durch die Gastrulation ins Innere des
Tieres gelangen, exprimieren NvWnt4. Mit Abschluß der Metamorphose zum






Abb.23: Übersicht über die Expression von NvWnt4 in verschiedenen Entwicklungsstadien.
a) Sehr frühe Gastrula, wenige Zellen invaginieren, die Expressionsdomäne ist asymmetrisch in 
Bezug auf die Invaginationsstelle (Pfeil). b) Frühe Gastrula, das invaginierende Endoderm ist 
deutlich zu sehen, dem Ektoderm noch nicht von innen aufgelagert. Nahe am Blastoporus 
exprimieren auch einige invaginierende Zellen NvWnt4 (Pfeil). c) Späte Gastrula oral / laterale 
Ansicht. Ein kleiner Bereich am Blastoporus zeigt keine Expression (Pfeil). d) Planulalarve, der 
gesamte orale Bereich zeigt NvWnt4 Expression. e) Späte Planula, erste Anzeichen der 
Tentakelformation (Pfeil). Die Färbung liegt basal der entstehenden Tentakel. f) Beginn der 
Metamorphose. Entstehende Tentakel (Pfeil) schieben sich zwischen Blastoporus und NvWnt4 
Expressionsdomäne. Der Blastoporus liegt auf allen Bildern rechts.
 Bilder: (b,c,d,f) Kusserow et al., 2005).
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3.6.3 Expression von NvWnt7a
Die Expression von NvWnt7a ist erst nach dem Abschluß der Entwicklung zur
Planulalarve, in einem bestimmter Subtyp von Nesselzellen detektierbar. Diese
Zellen werden im Verlauf der Individualentwicklung erstmals in Planulalarven
gebildet. Im Primärpolypen sind stark NvWnt7a exprimierende Zellen in den
Tentakel zu finden. Etwas schwächer scheint die Expression in den Zellen
gleichen Typs zu sein, welche im gesamten Ektoderm verteilt liegen. 
Abb.24: Übersicht über die NvWnt7a Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien
a) Lateralansicht einer frühen Planulalarve. NvWnt7a exprimierende Zellen sind im gesamten 
Ektoderm verteilt. b)  Lateralansicht mittlerePlanulalarve. c) Lateralansicht während der 
Metamorphose zum Primärpolypen. d) Primärpolyp mit starker NvWnt7a Expression in Nesselzellen 
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3.6.4 Expression von NvWnt10
NvWnt10 ist rein endodermal in den Mesenterien von Planulalarven und
Primärpolypen sowie an deren Ansätzen an den Pharynx detektierbar. Schon die
ersten Mesenterienanlagen exprimieren dieses Transkript. Die
Mesenterienentwicklung beginnt in zwei einander im Embryo gegenüberliegenden
Zellstreifen, die lichtmikroskopisch zunächst nicht von den sie umgebenden Zellen
unterscheidbar sind. Kurz danach werden auch die restlichen sechs
Mesenterienanlagen determiniert. Nur die beiden zuerst angelegten Mesenterien
werden während der Entwicklung der Planulalarve vollständig entwickelt und sind
zum Zeitpunkt der Metamorphose voll ausgebildet. Die später angelegten werden
erst vollständig ausgebildet, nachdem sich das Tier zum Adultus entwickelt hat.
3.6.5 Expression von NvWnt11
NvWnt11 ist das einzige der Wnt Gene in N. vectensis, das schon maternal
exprimiert ist. In der RT-PCR (nicht gezeigt), mit für die NvWnt-Transkripte
spezifischen Primern, konnte dieses Transkript als einziges aller bekannten Wnt-
Gene aus cDNA aus unbefruchteten Eiern amplifiziert werden (Kusserow et al.,
2005). Das Transkript wird nur in einer oder wenigen Zellen in frühen
Teilungsstadien bis zur Blastula exprimiert. Mit dem Einsetzen der Gastrulation
exprimieren nur noch wenige Zellen am Blastoporus schwach NvWnt11. In der
späten Gastrula ist das Transkript nicht detektierbar. Mit dem Einsetzen der
Nesselzellbildung wird das Transkript wieder exprimiert. Die späte Expression von
Abb.25: Übersicht über die NvWnt10 Expression in Planulalarven.
a) Aufsicht auf eine mittlere Planulalarve. Die beiden weiter entwickelten Mesenterienanlagen 
(Pfeile) sind deutlich größer als die anderen. b) Lateralansicht einer späten Planulalarve. Die 
Mesenterienanlagen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
ba
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Abb.27: Übersicht über die späte NvWnt11 Expression.
a) frühe Planulalarve. Der Blastoporus liegt auf der abgewandten Seite. NvWnt11-exprimierende 
Zellen liegen gleichmäßig verteilt im gesamten Ektoderm. b) Lateralansicht einer mittleren 
Planulalarve und c) eines frühen Primärpolyben. b,c) Blastoporus rechts.
Bilder: Kusserow et al., 2005.
b
Abb.26: Übersicht über die frühe Expression von NvWnt11 von den ersten Zellteilungen bis zum 
Beginn der Gastrulation.
a) Expression von NvWnt11 in einem Blastomer nach der zweiten Zellteilung. b) nach der 4. 
Zellteilung. c) im frühen Morulastadium und d) in der frühen Blastula. e) Expression von NvWnt11 
in zwei Blastomeren im Verlauf der zweiten Zellteilung. Die Blastomere sind noch nicht vollständig 
voneinander getrennt. Die Expression im vorderen Blastomer ist deutlich stärker als im dahinter 
liegenden. f) Expression im 16-Zellstadium. Auch hier ist die Expression in einem der Blastomere 
besonders stark. g) Morula mit einigen NvWnt11 exprimierenden Zellen. h) Aufsicht auf den 
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3.6.6 Expression von NvWntA
NvWntA zeigt ein dynamisches Expressionsmuster. Mit den ersten Anzeichen der
Gastrulation beginnt die NvWntA mRNA Synthese. Eine Besonderheit der
Entwicklung von Nematostella ist die Präsenz von zwei, manchmal drei Stellen auf
der Oberfläche der Blastula, an denen gleichzeitig Einsenkungen erscheinen. Um
alle  diese Einsenkungen findet man eine zirkuläre NvWntA Expression. Nur
wenig später findet man bei den Embryonen nur noch eine dieser Einsenkungen,
an welcher der eigentliche Invaginationsvorgang beginnt. Alle invaginierenden
Zellen exprimieren zunächst NvWntA. Kurz darauf sind es nur noch Zellen des
neu gebildeten Pharynx. Im weiteren Verlauf der Gastrulation wird der Blastoporus
zunehmend schlitzförmig. Gleichzeitig zu dieser morphologischen Asymmetrie
entwickelt auch das NvWntA Expressionsmuster eine Asymmetrie. Auf einer Seite
des Blastoporus ist die Expressionsdomäne deutlich breiter als auf der
gegenüberliegenden. Diese Asymmetrie wird im Verlaufe der Entwicklung der
Planulalarve immer ausgeprägter. Mit Beginn der Metamorphose zum
Primärpolypen geht diese Asymmetrie wieder verloren. Sowohl im Primärpolypen
als auch im adulten Tier ist das Transkript in einem gleichmäßigen Ring um den
Blastoporus exprimiert.
Abb.28: Übersicht über die NvWntA Expression in der frühen Gastrulation.
a) Frühe Gastrula, zwei Einsenkungen (Pfeile) mit NvWntA Expression; Aufsicht auf eine 
Einsenkung. b) Frühe Gastrula, Aufsicht auf 2 Einsenkungen (Pfeile).c) Beginn der Invagination, 
alle invaginierenden Zellen (Pfeil) exprimieren NvWntA (Blastoporus rechts).d) Fortgeschrittene 
Invagination, nur ektodermales Pharynxgewebe zeigt eine Färbung (Pfeile), zu Endoderm 
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Abb.30: Zirkuläre NvWntA Expression in Primärpolypen und adulten Tieren.
a) Aufsicht auf den Mund eines adulten Tieres, NvWntA ist ringförmig exprimiert (Pfeil)
b) Lateralansicht eines Primärpolypen, NvWntA zeigt eine zirkuläre Expression, Blastoporus 
rechts.
b
Abb.29: Asymmetrische NvWntA Expression.
a,b,c) Verlauf der NvWntA Expression in der Gastrulation. Zunehmende Asymmetrie mit größerer 
Expressionsdomäne auf einer Seite des Blastoporus (Pfeile).
a,b) Aufsicht auf den Blasoporus. c) Blastoporus nach oben.
d,e,f) Asymmetrische Expression stark einseitig (Pfeile). d) Lateralansicht auf frühe Planula. 
e) Lateralansicht mittlere Planula. f) Aufsicht auf den Blastoporus einer mittleren Planula.
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3.7 Überexpression durch Injektion von NvWnt11 mRNA in N. vectensis-
Embryonen
Um Hinweise auf die Funktion der Wnt-Transkripte in N. vectensis zu erhalten,
wurden Überexpressionsexperimente durch mRNA Injektion in frühe Embryonen
durchgeführt. NvWnt11 eignet sich in besonderem Maße für diese Experimente,
da dieses Transkript sehr früh in der Individualentwicklung wirkt (siehe
Expressionsdaten). Daher war die Aussicht die mRNA zu dem Zeitpunkt ihrer
Wirkung überzuexprimieren, sehr gut. Die erste Kernteilung von N. vectensis
erfolgt in Abhängigkeit von der Kulturtemperatur ca. 3 h nach der Befruchtung. Die
folgenden beiden Kernteilungen erfolgen im Abstand von ca. 1 h und verlaufen
synchron zueinander. Die eigentlichen Zellteilungen sind bis nach der vierten
Kernteilung lichtmikroskopisch oft nicht sichtbar. Ob tatsächlich immer
vollständige Zellmembranen zwischen den Blastomeren liegen oder der Zeitpunkt,
zu dem Zellmembranen jeweils gebildet werden, individuell verschieden sein
kann, ist noch unklar. Die schlechte Sichtbarkeit beziehungsweise das Fehlen von
Zellmembranen erschwert die Injektion in die Embryonen, da das Blastomer, in
das injiziert werden soll, ebenso wie der Status der Frühentwicklung in vivo nicht
bestimmt werden kann. Daher ist die Injektionsstelle rein zufällig. Die Injektion von
NvWnt11 mRNA in frühe Stadien bewirkt Störungen der Gastrulation und der
axialen Musterbildung. Bei vielen der injizierten Individuen mißlang die
Gastrulation. Die Tiere verharrten in einem blastulaähnlichen Zustand. Obwohl
das Endoderm nicht normal gebildet werden konnte hatten diese Tiere einen
funktionsfähigen Wimpernschopf am animalen Pol. Die Tiere blieben in diesem
Zustand, waren aber nicht überlebensfähig, da sie keine Nahrung aufnehmen
konnten. Anderen Individuen gelang die Gastrulation, es traten jedoch Störungen
der axialen Musterbildung auf. Dies manifestierte sich zumeist in dem
Unvermögen, die Tentakel des Primärpolypen korrekt zu bilden. Um
herauszufinden ob die Musterbildung der Tiere lediglich verzögert wird bis die
injizierte mRNA vollständig abgebaut war, wurden lebende und keine fixierten
Tiere dokumentiert.
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Statistische Auswertung der Injektionsexperimente
Es wurden in 107 N. vectensis-Embryonen jeweils 1 nl mRNA Lösung (40 pg / nl),
in 100 jeweils 1 nl (450 pg / nl) in eines der Blastomeren injiziert. Bei 35
Embryonen wurde als Kontrolle Wasser injiziert. 80 Tiere wurden auf die  gleiche
Weise wie die Injizierten mit Cysteinlösung aus ihrer Gallerte gelöst und 127 Tiere
blieben völlig unbehandelt. Die Auswertung erfolgte am 11. Tag nach der
Befruchtung, da zu diesem Zeitpunkt die unbehandelten Kontrolltiere die
Abb.31: Durch Injektion von NvWnt11 erzeugte Störungen an lebenden Tieren.
a) Störungen der Gastrulation 4 d nach der mRNA Injektion (frühe Planula). a,b) Es sind keine 
Anzeichen der Blastoporusformation gegenüber des Wimperschopfes zu sehen (Pfeil).
b) Endodermales Gewebe wird nach außen abgegeben (Pfeil). d,e) späte Planulalarven 7 d nach 
Injektion. Mesenterienanlagen sind nicht sichtbar. g,h) Tentakelbildungsdefekte 11 Tage nach der 
Injektion. g) Nur ein Tentakel wurde ausgebildet,Mesenterien fehlen. h) Primärpolyp mit 2 Tentakel, 
Mesenterien fehlen, der Pharynx (ektodermaler Ursprung) ist jedoch sichtbar (Pfeil). Apikaler Pol 
der Tiere in allen Bildern rechts. i,j,k) unbehandelte Tiere. i) frühe Planula mit Blastoporus (Pfeil). j) 
späte Planula mit Mesenterienanlagen (Pfeil). k) Primärpolyp mit 4 Tentakel und Mesenterien 
(Pfeil). c) Frühe Planula, Normalentwicklung. f) Späte Planula mit Mesenterienanlagen (Pfeil).
i) Primärpolyp mit Mesenterien (Pfeil) Normalentwicklung.
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Metamophose zum Primärpolypen abgeschlossen hatten. Im Vergleich der
unbehandelten Tiere mit den cysteinbehandelten ist ein leichter Anstieg bei
morphologisch anormalen Tieren sowie der Sterberate der Tiere zu beobachten.
Bei den mit Wasser injizierten Tieren war wiederum eine leichtere Steigerung,
sowohl der Anzahl an anormalen Tieren, als auch der Sterberate zu sehen. Der
Anteil geschädigter Tiere verdoppelte sich bei einer Injektion von 40 pg NvWnt11
im Vergleich zu der Wasserinjektion. Bei den Tieren, die eine Injektion mit 450 pg
mRNA erhielten, konnte nur eines der  vier überlebenden Tiere einen korrekten
Primärpolypen entwickeln. Die anderen blieben Planulaähnliche Gebilde ohne
sichtbare Mesenterien oder Tentakel. Alle morphologisch anormalen Tiere der
Wasser und Cysteinkontrolle starben oder entwickelten sich normalen Tieren mit
vier Tentakeln. 






















Abb.32: Statistik zu den NvWnt11 mRNA Injektionen in frühe Teilungsstadien von N. vectensis.
Die schwarzen Balken zeigen die Anzahl der Tiere, die bis zum 11. Tag nach der Befruchtung 
starben. Blaue Balken zeigen die Anzahl normal entwickelter Tiere. Rote Balken stehen für die 
Anzahl der Tiere, die weniger als 4 Tentakel ausgebildet und / oder reduzierte Mesenterien hatten. 
Kontrolle: Zeigt die Verhältnisse in unbehandelten Kontrolltieren Cystein: Cysteinbehandelte Tiere 
Inj.Wasser: Bei Tieren denen 1 nl Wasser injiziert wurde. Inj. 40 pg: Bei Tieren, die eine Injektion 
mit 40 pg mRNA erhielten und Inj. 450pg: Bei Tieren denen 450 pg NvWnt11 injiziert wurden.
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3.8 Fremdexpression durch Injektion von NvWnt11 mRNA in Xenopus laevis
Embryonen
Die Injektion von Wnt-mRNA aus verschiedenen Organismen in frühe Xenopus
laevis Embryonen zeigt deutliche Effekte. Die mRNA-Injektion von positiv
wirkenden Komponenten des ß-Catenin-abhängigen Signalweges führt zur
Verdoppelung der Hauptkörperachse und der Entwicklung von zwei Köpfen. Die
Injektion von positiv wirkenden Komponenten des PCP-Signalweges führt
hingegen zu Störungen der Gastrulation. Den Embryonen gelingt daraufhin die
korrekte Trennung der Keimblätter nicht. Diese Effekte ist jeweils abhängig davon,
in welche Blastomere des 4-Zellstadiums die mRNA injiziert wird. Die
Verdoppelung der Körperachse tritt nur auf, wenn die Injektion in die Blastomere
erfolgt, aus denen sich der ventrale Teil des Frosches entwickelt. Der
Gastrulationsdefekt tritt dagegen nur auf wenn in die dorsalen Blastomeren
injiziert wird. Daher kann die Injektion von mRNA in Xenopus laevis Hinweise
darauf liefern, welcher dieser beiden Signalwege von einem bestimmten Wnt-
Liganden ausgelöst wird. Bei allen Injektionsexperimenten wurden 4 nl mRNA-
Lösung in zwei der Blastomere von vierzelligen Xenopus laevis Embryonen
injiziert. Dabei wurde immer entweder in beide dorsale- oder beide ventrale
Blastomere injiziert. Die Konzentration der mRNA lag zwischen 12,5 und 250 pg /
nl. Daraus ergeben sich Mengen von 50 pg – 1 ng pro injiziertes Blastomer.
e
Abb.33: Effekt der Injektion von NvWnt11 mRNA in frühe Xenopus laevis Embryonen.
a,b) Phänotyp nach der Gastrulation (20 Stunden nach der Befruchtung). Die Embryonen konnten 
die Gastrulation nicht vollenden, der Blastoporus wurde nicht geschlossen. Endodermales Gewebe 
ist sichtbar (Pfeile). c) Übersicht über injizierte Tiere (36 Stunden nach der Befruchtung. Ein großer 
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Statistik der NvWnt11 mRNA-Injektionen in frühe Teilungsstadien von Xenopus
laevis
Die Injektion von NvWnt11 mRNA in frühe Teilungsstadien von Xenopus laevis
führt bei der Injektion in die dorsalen Blastomeren zu starken
Gastrulationsdefekten mit hoher Penetranz. Bei den Kontrollinjektionen in die
ventralen Blastomeren wurden nur wenige dieser Defekte beobachtet, die
vermutlich auf Injektionen in die falschen Blastomeren zurückzuführen waren. Die
Injektion von NvWnt11 in die dorsalen Blastomere erzeugt, wie auch die Injektion
des endogenen Orthologes (XlWnt11), einen Gastrulationsdefekt. Dieser Effekt ist
konzentrationsabhängig und schon durch relativ geringe Mengen an mRNA zu
erreichen (50 pg / dorsales Blastomer). Aufgrund der besseren Übersichtlichkeit
wurde die Daten in Prozentsätzen von allen behandelten Tieren angegeben. Die
absoluten Zahlen der Einzelexperimente befinden sich im Anhang.
Abb.34: Statistik zu den NvWnt11 mRNA Injektionen in vierzellige Xenopus laevis Embryonen.
Die schwarzen Balken zeigen die Anzahl der Tiere, die bis zum 2. Tag nach der Befruchtung 
starben. Blaue Balken zeigen die Anzahl normal entwickelter Tiere. Rote Balken stehen für die 
Anzahl der Tiere, die den Gastrulationsdefekt aufwiesen. Die Menge an mRNA sowie ob in beide  
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3.9 Rettung des vom XlWnt11-Morpholino erzeugten Funktionsverlustes durch die
Koinjektion von NvWnt11
Morpholinos sind Oligonukleotide mit revers komplementärer Sequenz zur
endogenen Ziel-mRNA. Diese Oligonukleotide können an das Zieltranskript
binden und verhindern dort die Translation des Transkriptes. Das Morpholino kann
nicht wie andere reverskomplementäre RNA-Moleküle durch endogene RNAsen
abgebaut werden, daher ist der Effekt dieser Moleküle dauerhafter. Der durch die
Injektion von XlWnt11 Morpholino (XlWnt11Mo) in frühe Xenopus laevis
Embryonen erzeugte Phänotyp ähnelt optisch dem der Injektion von endogenem
Wnt11 oder auch dem von NvWnt11. In beiden Fällen gelingt es dem Embryo
nicht, die Keimblätter während der Gastrulation korrekt zu trennen (Pandur, 2002;
Winklbauer, 2001). Am Ende der Gastrulation gelingt es dem Embryo nicht, sich
um das neu entstandene Endo- und Mesoderm herum zu schließen. 
In diesem Experiment sollte überprüft werden ob der Phänotyp der XlWn11Mo
Injektion durch die Injektion von NvWnt11 abgemildert oder vollständig korrigiert
werden kann. Daraus lässt sich schließen, daß die Funktion von Wnt11 im
Verlaufe der Evolution so konserviert wurde, daß die mRNA aus N. vectensis die
Funktion des endogenen Transkriptes des Frosches ersetzen kann.
Statistik der Koinjektionsexperimente von XlWnt11 Morpholino und NvWnt11
mRNA in dorsale Blastomere der frühen Teilungsstadien von Xenopus laevis
Durch die Koinjektion von NvWnt11 und XlWnt11Mo kann, im Vergleich mit der
Injektion des Morpholinos allein, die Sterblichkeit der injizierten Embryonen
verringert und die Anzahl der Tiere mit Gastrulationsdefekten reduziert werden.
Die Reduktion des Phänotyps ist zudem konzentrationsabhängig. Die
Injektionsexperimente von NvWnt11 und die Koinjektionsexperimente mit
XlWnt11Mo und NvWnt11 erzeugen die gleichen Ergebnisse wie die Injektion des
entsprechenden endogenen Gens. Absolute Zahlen befinden sich im Anhang.
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3.10 Injektionen von NvWntA mRNA in Xenopus laevis Embryonen
Die Funktion der Liganden der WntA Subfamilie ist vollkommen unbekannt. Um
Informationen darüber zu erhalten, ob dieser Ligand aus N. vectensis eine
Duplikation der Körperachse oder einen Gastrulationsdefekt bei Xenopus laevis
bewirken kann, wurde diese mRNA in Xenopus injiziert. Dies sollte Hinweise auf
die mögliche Funktion dieser Liganden im ß-Catenin abhängigen- oder PCP-
Signalweg erbringen.
Es wurde pro Blastomer zwischen 50 pg und 1 ng mRNA-Lösung injiziert. Neben
Gastrulationsdefekten bei der Injektion von NvWntA mRNA in die dorsalen
Blastomere wurde in 5% der Fälle in einem Einzelexperiment auch eine zweite
Körperachse durch die Injektion dieser mRNA in die ventralen Blastomeren
induziert.
Abb.35: Statistik zu den NvWnt11 mRNA / XlWNt11 Morpholino Koinjektionen in vierzellige 
Xenopus laevis Embryonen.
Die schwarzen Balken zeigen die Anzahl der Tiere, die bis zum 2. Tag nach der Befruchtung 
starben. Blaue Balken zeigen die Anzahl normal entwickelter Tiere. Rote Balken stehen für die 
Anzahl der Tiere, die den Gastrulationsdefekt aufwiesen. Die Menge an mRNA die in beide dorsale 
Blastomere injiziert wurde ist unter den zugehörigen Balken notiert.
XlWnt11 Mo XlWnt11 Mo / 
NvWnt11 (100pg)
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ed
Abb.36: Überexpression von NvWntA in den ventralen Blastomeren von Xl Embryonen.
a,b,c) Induktion einer zweiten Körperachse, beide Körperachsen sind markiert (Pfeile) Phänotyp 
nach 40 Stunden Entwicklung. d) Kontrollinjektionen von 50 pg XlWnt8 in die beiden ventralen 
Blastomeren. Phänotyp nach 36 Stunden Entwicklung; deutlich sichtbar sind zwei Neuralrohre 
(Pfeile) e) Kontrollinjektion mit XlWnt8: Phänotyp  nach 3. Tagen Entwicklung mit Verdoppelung 
von Kopfstrukturen (Pfeile).
ba c
Abb.37: Überexpression von NvWntA in den dorsalen Blastomeren von Xl Embryonen.
a,b,c) Verschiedene Ansichten von Embryonen mit Injektionen in die dorsalen Blastomere. Die 
Injektion erzeugt Gastrulationsdefekte, wobei der Phänotyp nach 24 Stunden Entwicklung deutlich 
milder ist als bei der Injektion von NvWnt11 oder XlWnt11. Der Blastoporus hat sich nicht 
vollständig geschlossen (Pfeile).
a b d
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Statistik der NvWntA mRNA-Injektionen in Xenopus laevis Embryonen
Die Injektion von NvWntA mRNA in ventrale Blastomere von Xenopus laevis
erzeugt in seltenen Fällen eine Verdoppelung der Hauptkörperachse, allerdings
mit einer deutlich geringeren Penetranz als die Injektion von XlWnt8, XlWnt1 oder
anderen Komponenten des ß-Catenin abhängigen Wnt Signalweges aus
Xenopus laevis. Absolute Zahlen befinden sich im Anhang S. XXX.
Die Injektion von NvWntA in dorsale Blastomere vierzelliger Xenopus laevis
Embryonen erzeugt Gastrulationsdefekte, die weniger stark ausgeprägt sind und
auch weniger häufig auftreten als bei der Injektion von endogener Wnt11 mRNA
oder anderen positiv wirkenden Komponenten des PCP-Signalweges. 
Abb.38: Statistik zu den NvWntA mRNA Injektionen in ventrale Blastomere von  vierzelligen 
Xenopus laevis Embryonen.
Die schwarzen Balken zeigen die Anzahl der Tiere, die bis zum 2. Tag nach der Befruchtung 
starben. Blaue Balken zeigen die Anzahl normal entwickelter Tiere. Rote Balken stehen für die 
Anzahl der Tiere, die den Gastrulationsdefekt aufwiesen. Grüne Balken stehen für die Tiere mit 
einer Verdopplung der Hauptkörperachse. Die Menge an mRNA die in beide ventrale Blastomere 
injiziert wurde ist unter den zugehörigen Balken notiert.
NvWntA 50 pg 
ventral
NvWntA 100 pg 
ventral
Xwnt8 50 pg 
ventral
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Möglicherweise kann NvWntA aufgrund seiner evolutionären Distanz zu
Vertebraten sowohl den ß-Catenin abhängigen Signalweg, als auch den PCP-
Signaweg auslösen, da der Ligand noch Merkmale aufweist, die es ihm
ermöglichen an Komponenten zu binden, die entweder im ß-Catenin-abhängigen
oder im PCP-Signalweg zur Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade
führen.
Abb.39: Statistik zu den NvWntA mRNA Injektionen in dorsale Blastomere von  vierzelligen 
Xenopus laevis Embryonen.
Die schwarzen Balken zeigen die Anzahl der Tiere, die bis zum 2. Tag nach der Befruchtung 
starben. Blaue Balken zeigen die Anzahl normal entwickelter Tiere. Rote Balken stehen für die 
Anzahl der Tiere, die den Gastrulationsdefekt aufwiesen. Die Menge an mRNA die in beide 
ventrale Blastomere injiziert wurde ist unter den zugehörigen Balken notiert.
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4. Diskussion
Für das Verständnis des Verlaufs der Evolution und der Genese von
Körperbauplänen, von sehr einfachen Tieren bis hin zum Menschen, ist es von
fundamentaler Bedeutung, die molekularen Mechansimen, die zur Realisierung
von Körperachsen und Körperbauplänen führen, zu verstehen. Die
hochkonservierten molekularen Mechanismen, welche die Achsenbildung in
bilateralsymmetrischen Tieren steuern, bestehen aus einem limitierten Satz an
Signalkaskaden, die sehr früh in der Evolution entstanden sind. Um den Ursprung
der Wnt Signalkaskaden zu analysieren, wurden Wnt-Liganden aus der
evolutionär ältesten Tiergruppe mit einer Körperachse, den Cnidaria, auf ihre
Phylogenie, Expression und Funktion hin untersucht.
4.1 Vervollständigung von Wnt Transkriptsequenzen aus N. vectensis
Alle zuvor bekannten Transkriptfragmente (NvWnt1, NvWnt4, NvWnt7a,
NvWnt10, NvWnt11, NvWntA (Sturm, 2000), NvWnt8a (Holstein und Technau)
konnten in 5'- und 3'-Richtung verlängert oder vervollständigt werden. In der
5'-Region der Transkriptsequenzen konnte ein ATG Startkodon identifiziert
werden (außer NvWnt8a). Die Bereiche, die 5'-seitig der Startkodone identifiziert
wurden, sind im Vergleich mit 5'-UTR Bereichen anderer Metazoengene relativ
kurz. Ob diese Kürze eine typische Eigenschaft von Cnidaria Transkripten ist oder
ein technischer Artefakt, ist unbekannt. Alle Sequenzen reichen 3'-seitig über das
Stopkodon hinaus und wurden im 3'-untranslatierten Bereich von Stopkodonen in
allen Leserahmen unterbrochen. Am 3'-seitigen Ende wurde in den Sequenzen
(außer NvWnt11) ein PolyA-Nukleotidbereich identifiziert. Dies und der Vergleich
der Wnt-Aminosäuresequenzen anderer Organismen lässt vermuten, daß die
identifizierten Wnt-Transkriptsequenzen weitgehend vollständig sind.
Die Sequenz für NvWnt8a stammt aus einer EST-Datenbank (Holstein und
Technau) und wurde durch ein 3'-RACE Experiment 3'-seitig komplettiert. Bei
dieser Sequenz konnte kein Startkodon am 5'-Ende identifiziert werden, sie ist
möglicherweise 5'-seitig unvollständig, obwohl in der identifizierten Sequenz
5'-seitig der ersten im Alignment gezeigten Aminosäure ein Stopkodon liegt.
Keiner der drei Leserahmen zeigt 5'-seitig des Stopkodons die konservierten
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Motive aus anderen Wnt-Sequenzen.
4.2 Alignierung der putativen Wnt Aminosäuresequenzen
Für die phylogenetischen Berechnungen wurden alle Sequenzen in die
korrespondierende Aminosäuresequenz übersetzt und Sequenzbereiche 5'-seitig
des ersten konservierten Cysteinrestes entfernt. Die entfernten Bereiche kodieren
für Signalpeptide. Diese Bereiche sind in ihrer Sequenz nicht konserviert und
liefern daher keine Information für Stammbaumberechnungen, können aber
stören. NvWnt2, NvWnt5, NvWnt6, NvWnt7b und NvWnt8b wurden in Hawaii im
Labor von Marc Q. Martindale identifiziert und kloniert. Die Sequenzen anderer
Tiere wurden Datenbanken entnommen (NCBI und Sanger Institute). Die
Sequenzen für AgWnt6, NvWnt6, NvWnt8a, PlWntA, PvWntA, AgWntA und
PvWnt2 sind im Vergleich zu anderen Wnt Sequenzen ihrer Orthologiegruppen
kürzer und enden 5'-seitig im codierenden Bereich. 3'-unvollständig war die
Sequenz für PvWntA. Diese unvollständigen Sequenzen wurden trotzdem in den
phylogenetischen Vergleich einbezogen, da sie essentielle Bedeutung für die
Aussagen der vorliegenden Arbeit haben. Weitere für Wnt-Liganden kodierende
Sequenzen (NvWnt3 und NvWnt16) wurden kürzlich in dem fortschreitende
Nematostella Genomsequenzierungsprojekt (Joint Genome Institute) identifiziert
und in neue phylogenetischen Berechnungen integriert. Diese Sequenzen sind im
kodierenden Bereich 3'-seitig unvollständig, die Sequenzinformation reicht aber für
aussagekräftige Stammbaumberechnungen aus. Es fehlen bei NvWnt3 im
Vergleich zu anderen bekannten Wnt3 Aminosäuresequenzen 13
Aminosäurepositionen des 3'-terminalen kodierenden Bereiches. Bei NvWnt16
fehlen im gleichen Bereich 24 Aminosäurepositionen. In diesen neuen
Berechnungen wurden zudem weitere kürzlich in den Datenbanken identifizierte
Wnt-Sequenzen integriert, die ebenfalls zur Aufklärung der evolutionären
Entstehung der heutigen Wnt-Subfamilien beitragen können. Dies waren eine
Wnt-Sequenz aus Ciona intestinalis (CiWnt4) und Sequenzen aus der Spinne
Achaearanea tepidariorum (AtWnt1, AtWnt2, AtWnt7a, AtWnt7b und AtWnt16).
Ein Alignment der neuen Sequenzen befindet sich im Anhang s. XXX) Trotz der
unbekannten Bereiche in einigen Sequenzen, waren in den phylogenetischen
Berechnungen die Sequenzinformationen ausreichend, um konsistente Daten zu
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erhalten. Unvollständige Sequenzen wurden benutzt, da keine vollständigen
Sequenzen aus der entsprechenden taxonomischen Gruppe verfügbar waren. Die
durch SMART und PFAM identifizierten Wnt-Domänen bestehen aus einigen
konservierten Regionen, die durch weniger konservierte Bereiche getrennt
werden. Diese weniger konservierten Bereiche werden schlecht aligniert. Da das
Alignment in diesen Bereichen wichtig für die Qualität der phylogenetischen
Rekonstruktion ist, wurden alternative Alignments erzeugt, indem die Gap-penalty
in ClustalW verändert wurde. Ein weiteres alternatives Alignment wurde erstellt,
bei dem sämtliche Positionen mit mehr als 50% Gaps entfernt wurden. Alle diese
Berechnungen ergaben nahezu das gleiche Ergebnis und zeigten die gleiche
Aufspaltung in 12 Wnt-Subfamilien. 
Die Alignierung der Aminosäuresequenzen ist ein entscheidender Schritt in der
Berechnung von molekularen Stammbäumen. Hierbei werden aus
Nukleinsäuresequenzen abgeleitete Aminosäuresequenzen nach konservativen
und semikonservativen Sequenzmotiven abgesucht und angeordnet. Die
verfügbaren Programme zur Alignierung (ClustalW) unterscheiden jedoch nicht
nach der Relevanz einer Aminosäureposition für Struktur oder Funktion des
Proteins, sondern behandeln alle Aminosäurepositionen gleich. Für die Funktion
und die Struktur eines Proteines sind bestimmte Positionen innerhalb einer
Aminosäuresequenz sehr wichtig. Andere Positionen haben hingegen kaum
Einfluß. So erzeugen die Cysteinreste über Disulfidbrückenbildung untereinander
in den Wnt-Liganden die korrekte räumliche Struktur des Moleküls, wodurch erst
die Bindung zum spezifischen Rezeptor ermöglicht wird. Auch die für die Funktion
der Wnt-Liganden erforderliche Palmityolierung erfolgt an einem Cysteinrest.
Daher wurden die Alignments manuell umfangreich nachbearbeitet und nach
Mustern an Cysteinresten untersucht. Die manuelle Nachbearbeitung erzeugt
jedoch auch eine individuelle Interpretation eines Alignments. Aus diesem Grund
wurden nur solche Postitionen bearbeitet, bei denen die besondere Bedeutung für
die Funktion des Moleküls eindeutig war. 
4.3 Verwandschaftsverhältnisse der Wnt-Liganden verschiedener Metazoen
Alle aus N. vectensis gewonnenen Sequenzen lassen sich anhand der
molekularen Stammbäume eindeutig den bekannten Orthologiegruppen aus
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anderen Organismen zuordnen. Alle Stammbaumanalysen kommen zu stabilen
Abgrenzungen von insgesamt 12 Orthologiegruppen untereinander. Diese
Gruppen sind Wnt1-11 sowie WntA. Bis vor kurzem waren Vertreter der Wnt16
Subfamilie nur aus Mammalia bekannt. Neue Sequenzen aus N. vectensis (Joint
Genome Institute) und der Spinne Achaearanea tepidariorum (Akiyama-Oda und
Oda, nur in Datenbank veröffentlicht) fallen in Stammbaumberechnungen mit der
menschlichen Sequenz zusammen, die demzufolge nicht vertebratenspezifisch
ist, sondern eine evolutionär alte Gruppe darstellt. Mit der NvWnt3 Sequenz (Joint
Genome Institute) sind 12 der 13 konservierten Subfamilien in N. vectensis
vertreten. Lediglich ein Vertreter der Subfamilie Wnt9 konnte bislang in keinem
Cnidaria identifiziert werden. Ob diese Subfamilie eine evolutionäre
Neuerwerbung der Bilateria ist, in Cnidaria sekundär verloren ging oder es unter
den gegebenen Bedingungen bisher nicht gelang, ein Mitglied dieser Gruppe aus


























































































































Eumetazoa 1 1 1 1 1 1 1 1 ? 1 1 1 1
Tab.2: Übersicht über die Verteilung von Wnt Gensubfamilien in verschiedenen Taxa.
Sequenzen, die in eine der Subgruppen fallen (Prud'homme et al 2002; Marsal et al., 2003), aber 
nicht in der Stammbaumberechnung verwendet wurden, sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. 
Wnt-Sequenzen, die keiner der konservierten Subgruppen zugeordnet werden können, sind als n.z. 
bezeichnet. Fragezeichen markieren, daß es bislang unbekannt ist, ob in diesem Taxon ein 
Vertreter dieser Subgruppe vorkommt oder nicht.
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12 der 13 Wnt-Subfamilien müssen schon in den letzten gemeinsamen Vorfahren
von Cnidaria und Bilateria, den Ur-Eumetazoa, vorhanden gewesen sein. Der
Vergleich zeigt, daß nur sieben der Wnt-Genfamilien in Insekten (Drosophila
melanogaster und Anopheles gambiae) und nur fünf in Caenorhabditis elegans
vorhanden sind. Es ist in höchstem Maße unwahrscheinlich, daß weitere Gene in
den vollständig sequenzierten Genomen dieser Tiere übersehen wurden. Daher
müssen diese Genfamilien während der Evolution zu Ecdysozoa verloren
gegangen sein. Erstaunlicherweise deckt sich die Wnt-Subfamilien-
Zusammensetzung bei Drosophila melanogaster (Wnt1, -5, -6, -7, -8, -9 und -10)
nicht vollständig mit der der nah verwandten Anopheles gambiae. Hier findet man
nur 6 Wnt-Sequenzen aus den Orthologiegruppen Wnt1, -5, -6, -9, -10 und -A). Es
ist sehr unwahrscheinlich, daß eine engere Beziehung zwischen den Subgruppen
Wnt7 und WntA besteht und die Sequenz für Wnt7 in Drosophila melanogaster
der WntA Sequenz in Anopheles gambiae entspricht, da alle
Stammbaumberechnungen die einzelnen Gruppen mit sehr guter statistischer
Unterstützung gegeneinander abgrenzen. Vermutlich sind  Wnt-Genfamilien Wnt7
beziehungsweise WntA unabhängig voneinander in der Evolution dieser beiden
Spezies verloren gegangen.
Bezieht man die Sequenzen der Spinne in die phylogenetische Betrachtung mit
ein, fehlen HsWnt2 und HsWnt16 Orthologe in Insekten. Jedoch sind sie bei
Arachniden, welche als Schwestergruppe der Insekten innerhalb der Arthropoden
gelten, noch vorhanden. Dies legt nahe, daß der letzte gemeinsame Vorfahre von
Arachniden und Insekten eine komplexere Wnt-Genausstattung besaß, als die
rezenten Insekten. Der Genverlust der Subgruppen Wnt2 und Wnt16 steht daher
nicht im Zusammenhang mit der Evolution der Arthropoda, sondern ereignete sich
im Verlauf der Evolution der Hexapoda. Bei den Lophotrochozoa, die den zweiten
großen Zweig der Protostomia bilden, sind bislang keine Vertreter der
Subgruppen Wnt3, -6, -8 , -11 und -16 bekannt. Es bleibt daher offen, welche der
Wnt Genfamilien bei der Trennung der Linien von Deuterostomia und Protostomia
vorhanden waren. Der Vergleich zeigt jedoch, daß während der Evolution der
Deuterostomia lediglich eine der Wnt Subfamilien (WntA) verloren ging, es aber
zu Duplikationen in einigen der Subgruppen kam (Wnt2, -3, -5, -7, -8, -9 und -10).
Der Verlust der WntA Subgruppe innerhalb der Deuterostomia liegt wahrscheinlich
an der Basis der Vertebratenevolution, da in Ciona intestinalis ein Vertreter dieser
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Subgruppe sequenziert wurde. Diese Genfamilie ist möglicherweise im
Zusammenhang mit den vieldiskutierten Duplikations- und
Reorganisationsvorgängen innerhalb der Genome an der Basis der
Chordatenevolution (Ohno, 1970; Abi-Rached et al., 2002; Panopoulou et al.,
2003 Holland, 2003) verloren gegangen.
Die Sequenzen Celin44, Cemom2, Ceegl20C aus Caenorhabditis elegans lassen
sich in keine der konservierten Subgruppen einordnen. Das Egl20 Genprodukt ist
an der Regulation der Wanderung der Zelle QL beteiligt. Diese Zelle wandert
normalerweise von ihrer Geburtsstelle in Richtung posterior. Dies lässt darauf
schließen, daß es sich hierbei um ein den PCP-Wnt-Signalweg auslösendes
Signal handeln könnte. Das lin44 Genprodukt spielt eine Rolle in der Etablierung
von Zellpolarität von bestimmten Zellen im sich entwickelnden Wurm (Herman
und Horvitz, 1994) und in der asymmetrischen Teilung der B-Zelle und somit der
Bildung des Schwanzes der Larve. Mom2 spielt eine Rolle in der Bestimmung des
Zellschicksals. Durch eine Mutation in diesem Gen wird der Spindelapparat bei
der Teilung der Zelle EMS im 4-Zellstadium des Wurmes falsch polarisiert. Das
Resultat sind Störungen in der Mesodermbildung. Sowohl die frühe Expression,
als auch die Rolle in der Bildung von Mesoderm, könnten auf die Verwandschaft
dieses Liganden mit der Wnt11 Gruppe hinweisen. DmWnt8 aus Drosophila
melanogaster (Genbanknummer: Q9VFX1) lässt sich ebenfalls keiner der
Homologiegruppen zuordnen, dieser Sequenz fehlen zudem typische Merkmale
anderer Wnt-Sequenzen. In keiner der für diese Arbeit berechneten Stammbäume
fällt diese Sequenz mit einer der anderen Wnt8 Sequenzen zusammen. Auch in
anderen Untersuchungen zur Phylogenie der Wnt-Liganden konnte diese
Einordnung nicht unterstützt werden (Prud'homme et al, 2002; Schubert et al.,
2000; Wnt-Homepage Roel Nusse), daher ist eine Zugehörigkeit dieser Sequenz
zur Wnt8 Subfamilie unklar. Sowohl in der Orthologiegruppe Wnt7 als auch Wnt8
wurden in N. vectensis jeweils zwei verschiedene Sequenzen identifiziert. Diese
Sequenzen zeigen keine Orthologie mit den A / B-Unterfamilien des Menschen.
Daher sind die Paraloge innerhalb der Wnt7 und Wnt8 Untergruppen in N.
vectensis vermutlich eine Folge einer Cnidaria- oder Anthozoa-spezifischen
Duplikation. NvWnt8a und NvWnt8m sind zu 33% identisch und haben an 49%
ihrer Aminosäurepositionen semikonservative Substitutionen. Die Sequenzen für
NvWnt7a und NvWnt7m sind bis zur Aminosäureposition 152 im Alignment
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sowohl auf Aminosäure- wie auch auf Nukleinsäureebene identisch. Da von
diesen Transkripten die gesamte Sequenz mit 5'- und 3'- untranslatierten
Bereichen bekannt und durchgängig ist, entstehen die beiden Transkripte
vermutlich durch trans-splicing aus verschiedenen Vorläufermolekülen. Im
nachfolgenden Bereich sind diese Sequenzen zu 42% identisch und an 60% der
Positionen sind die chemischen Eigenschaften der Aminosäuren ähnlich
(semikonservativ). Die Position, an der die Sequenzidentität endet, entspricht
exakt der Position, an der in genomischen Sequenzen aus mehreren Organismen
und verschiedenen Wnt Untergruppen die Grenze zwischen einem Exon und
einem Intron liegt (Kusserow, 2001).
Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, daß bis auf die Wnt9 Subgruppe alle
anderen Subgruppen bereits in einem so einfachen Tier wie N. vectensis
vorhanden sind. Vor wenigen Jahren (Hobmayer et al., 2000) wurde ein einziges
Wnt Transkript in dem Hydrozoen Hydra vulgaris identifiziert. Es wurde
angenommen, daß dieses Transkript das Vorläufermolekül aller anderen Wnt
Liganden aus höheren Tieren oder zumindest für die kanonischen Wnt-Liganden
darstellt. Die Aminosäuresequenz dieses Wnt-Liganden fällt jedoch in
phylogenetischen Berechnungen nicht an die Basis des molekularen
Stammbaumes, sondern, mit einer guten statistischen Unterstützung, in die Wnt3
Subgruppe. Kürzlich wurden Fragmente von vier weiteren Wnt-Transkripten aus
Hydra magnipapillata EST-Banken identifiziert (Bode, Holstein). Vermutlich ist die
Anzahl an Wnt-Liganden in Hydrozoen annähernd die gleiche wie in N. vectensis.






































































































Abb.40: Molekularer Stammbaum der Wnt-Liganden aus verschiedenen Organismen (TreePuzzle).
Außengruppe ist AgWnt9, da durch die AtWnt16-Sequenz und die ebenfalls neu hinzugefügte 
Brachydanio rerio-Sequenz (BrWnt16) eine konservierte Subgruppe entsteht. Durch die 
Verwendung als Außengruppe wird AgWnt9 von ihrer Subgruppe getrennt. Neu hinzugefügte Wnt-
Liganden sind rot unterbrochen unterstrichen sowie größer und fett dargestellt. Sequenzen der 
einzelnen Subgruppen sind farblich unterschiedlich, hinter jeder Gruppe steht ihr Name. Die farblich 
gleichgestaltete Zahl an der Wurzel der Subgruppen zeigt die statistische Unterstützung der 
Gruppe. Die rote Zahl im roten Kasten zeigt die statistische Unterstützung, mit der CiWnt4 und 
NvWntA einer Gruppe angehören. Der Größenbalken gibt die evolutionäre Distanz an.
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4.4 Vorschläge zur Nomenklatur der Wnt-Liganden
Durch die sukzessive Entdeckung von Wnt Genen aus unterschiedlichen
Organismen ist die Nomenklatur der Wnt-Liganden im Moment teilweise
widersprüchlich. Eine Revision der Nomenklatur wäre wünschenswert. Als
Leitfaden für die Nomenklatur wurde in der vorliegenden Arbeit die auf der Wnt-
Homepage des Labors von Roel Nusse verwendete benutzt. Um die Herkunft der
Wnt-Liganden zu beschreiben, wurde dem Namen des jeweiligen Moleküls die
Anfangsbuchstaben der Gattungs- und Artnamen in kursiver Schrift vorangestellt.
Paraloge der Gene für einige Wnt-Liganden wurden jeweils mit großen
Buchstaben nach der Gruppennummer (A,B) bezeichnet. Dieser Nomenklatur
folgend sollte das menschliche Wnt3 Genprodukt in Wnt3B umbenannt werden,
da das Paralog dieses Genes bereits als Wnt3A bezeichnet wird. Wnt2 und
Wnt13 sind enger miteinander verwandt als mit anderen Gruppen, daher sollten
sie als Wnt2A und Wnt2B bezeichnet werden. Wnt14 und Wnt15 sind ebenfalls
eng verwandt. Diese beiden Gene sind wiederum verwandt mit der früher
beschriebenen Wnt9 Subfamilie, daher sollten sie Wnt9A und Wnt9B genannt
werden. Die Subgruppe WntA (Prud'homme et al., 2001) ist von Cnidaria über
Anneliden (Platynereis dumerilii), Mollusken (Patella vulgata) Insekten (Anopheles
gambiae) und Urochordaten (Ciona intestinalis) konserviert und daher nicht, wie
bei den Erstbeschreibern diskutiert, eine Lophotrochozoa spezifische Gruppe. Da
diese Subfamilie evolutionär sehr alt ist, sollte sie nicht wie bisher von den
anderen Subfamilien abgetrennt bezeichnet werden. Da durch frühere
Falschzuordnungen die Bezeichnungen Wnt13, Wnt14 oder 15 irreführend wären,
könnte diese Gengruppe mit Wnt0 oder mit Wnt17 bezeichnet werden.
Transkripte, die durch alternative Spleißvarianten von einem Genlokus erzeugt
werden, sollten durch den Namen als solche erkennbar sein, um sie von A/B
Paralogen zu unterscheiden. Die fertigen Transkripte, die für die mRNAs
HsWnt2B1 und HsWnt2B2 kodieren (Katoh et.al, 2000) und zwei Spleißvarianten
des HsWnt16 Transkriptes werden jeweils durch alternative Spleißmuster aus
einem einzigen Vorläufertranskript erzeugt. Eine Möglichkeit wäre die
Unterscheidung durch angehängte Ziffern. Zum Beispiel für die Spleißvarianten
des Genes für Wnt2B Wnt2B1 und Wnt2B2. Die Sequenzen aus Anopheles
gambiae sind eindeutig den verschiedenen Subfamilien zuzuordnen und sollten
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entsprechend benannt werden.
4.5 Evolutionäre Herkunft von Wnt-Liganden
Obwohl die statistische Unterstützung der einzelnen Wnt-Subfamilien in den
molekularen Stammbäumen gut ist, reicht die Auflösung der Phylogenie nicht aus,
um zwischen den ursprünglichen und den abgeleiteten Wnt-Subfamilien zu
unterscheiden. Allerdings erstellt der mit MrBayes erzeugte Stammbaum eine
enge Verbindung der Subfamilien Wnt1, Wnt3, Wnt6, Wnt9 und Wnt10. Diese
Zusammengehörigkeit wird auch durch die Anordnungen dieser Gene in den
Genomen von Drosophila melanogaster und Homo sapiens gestützt.
Möglicherweise repräsentieren diese Gene die evolutionär ursprüngliche Wnt-
Genaustattung eines gemeinsamen Vorfahren von Cnidaria und Bilateria
(Kusserow et al., 2005). Die reihenweise Anordnung der kodierenden Bereiche
nach dem zeitlichen Verlauf ihrer Evolution ist nicht so eindeutig wie die der Hox-
Gene (Peterson and Earnisse, 2001), aber signifikant. So liegen die Gene, welche
in Drosophila für DmWnt1, DmWnt6 und DmWnt10 kodieren, in gleicher
Transkriptionsrichtung direkt hintereinander auf dem Chromosom 2, in der
Position 27F. Der Mensch besitzt zwei verschiedene Wnt10 Sequenzen
(HsWnt10A und HsWnt10B). Diese Gene liegen in zwei getrennten
Zweiergruppen auf verschiedenen Chromosomen. Auf dem Chromosomenarm
12q13 befinden sich die Gene für HsWnt1 und HsWnt10B, in der Position 2q35
befinden sich die Gene für HsWnt6 und HsWnt10A. Keine dieser Paarungen wird
von anderen kodierenden Bereichen unterbrochen. Ebenfalls in unmittelbarer
Umgebung auf je einem menschlichen Chromosom liegen die Genpaare
HsWnt3A–HsWnt9A in der Position 1q42, HsWnt3–HsWnt9B auf 17q21 und
HsWnt2–HsWnt16 auf 7q31. Diese Paare sind jedoch durch andere Genen
voneinander getrennt (Nusse, 2001). Im Vergleich der Aminosäuresequenzen fällt
zudem auf, daß den Sequenzen der Wnt8 Subfamilie viele Merkmale der anderen
Subgruppen fehlen. Darunter die ersten beiden Cysteinpositionen, welche den
Mitgliedern der Wnt1 Subgruppe ebenfalls fehlen. Es lässt sich daraus
spekulieren, daß in einem Duplikationsereignis aus der Wnt1 Familie die Wnt8-
Subgruppe hervorgegangen sein könnte. Bislang konnten keine Wnt-Liganden
aus einzelligen Eukarionten, Schleimpilzen wie Dictyostelium discoideum, die
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jedoch GSK3ß besitzen (Plyte et al., 1990) oder Choanoflagellaten (King et al.,
2003) isoliert werden. Unklar ist die Situation bei Schwämmen. Hier konnten zwar
Mitglieder der Wnt-Signalkaskaden identifiziert werden, Wnt-Liganden selbst
konnten dort bislang nicht gefunden werden (Huang und Klein 2004; Meijer et al.,
2000; Guidice, 2001; Harwood et al., 1995; Brown und Firtel, 1999 ; Coates et al.,
2002). Die Gruppe der Schwämme ist jedoch möglicherweise vor der Evolution
der Eumetazoa von diesen divergiert. Dies legt die Vermutung nahe, daß die
Entstehung der Wnt-Signalkaskade in engem Zusammenhang mit der Evolution
von vielzelligen Organismen aus einzelligen Vorfahren, wie den
Choanoflagellaten, steht.
4.6 Analyse der Funktion von Wnt-Liganden in N. vectensis
4.6.1 Wnt-Liganden mit axialen Expressionsmustern
Um Hinweise auf die Funktion der Wnt Gene zu erhalten, wurden die
Expressionsmuster aller bekannten Wnt-Gene aus N. vectensis im Verlauf der
Juvenilentwicklung von Beginn der Gastrulation bis zum Primärpolypen
miteinander verglichen. Jedes der Gene zeigt ein eigenes, von den anderen
unterscheidbares Expressionsmuster. Die meisten der Gene sind entlang der
Hauptkörperachse, in keisförmigen Domänen um den Blastoporus während der
Gastrulation und der oralen Region in der späteren Entwicklung des Tieres
exprimiert. Wobei ein Satz an Genen (NvWnt1, NvWnt7b, NvWnt4, NvWntA und
NvWnt2) hintereinander, einander zum Teil überlappend, im Ektoderm des Tieres
exprimiert ist. Die NvWntA Expression definiert zu Beginn der Gastrulation den
Punkt, an dem sich der Blastoporus formiert. Im Verlaufe der Gastrulation
vergrößert sich die Domäne, bis sie das gesamte Gewebe, welches durch den
neu formierten Blastoporus nach innen gelangt, umfasst. NvWnt1, NvWnt7b,
NvWnt4 und NvWnt2 sind um den Blastoporus herum angeordnet, wobei NvWnt1
am weitesten oral, dann NvWnt7 und NvWnt4 erneut weiter aboral exprimiert sind.
NvWnt2 schließlich findet sich wie ein breiter Gürtel um die Mitte des sich
entwickelnden Tieres. Die NvWnt7b Expression beginnt im Gegensatz zu den
anderen genannten Genen erst nach Abschluß der Gastrulation.
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Ein zweiter Satz an Transkripten (NvWnt5, NvWnt6, NvWnt8b) ist in einer
vergleichbaren Anordnung im Endoderm lokalisiert. Hier liegt die
Expressionsdomäne von NvWnt5 dem Blastoporus am nächsten. Diese Region
entwickelt sich zu dem endodermalen Bereich zwischen Pharynx und
Tentakelzone. NvWnt6 und NvWnt8b sind weiter aboral, in den Bereichen in
denen später die Mesenterien geformt werden, exprimiert. 
a d e
f g h i j
k l m n o
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Gastrula frühe Planula mittlere Planula späte Planula Pimärpolyp
Abb.41: Übersicht über die gestaffelte Expression von Wnt Genen im Ektoderm von N. vectensis.
a-e) NvWnt1. f-j) NvWnt7b. k-o) NvWntA. p-t) NvWnt4 und u-y) NvWnt2 (Bilder: Marc Q. Martindale 
und Kevin Pang). a,f,k,p,u) In der Gastrula. b,g,l,q,v) In der frühen Planula. c,h,m,r,w) In der 
mittleren Planula. d,i,n,s,x) in der späten Planula und e,j,o,t,y) im Primärpolypen. Bilder: Kusserow 
et al. 2005.
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Diese gestaffelte Anordnung verschiedener Wnt-Expressionsdomänen entlang
der primären Körperachsen zeigt große Ähnlichkeit mit der Anordnung von Hox-
Genexpressionsdomänen bei bilateralsymmetrischen Tieren.
Wnt Gene sind in vielen Tieren zusammen mit Genen wie Brachyury, Forkhead,
Snail, Notch und Caudal exprimiert und representieren eine evolutionär
konservierte Anordnung von Genen, die vermutlich ein frühes
Organisationszentrum am Blastoporus etablieren (Holland, 2002;  Lengyel und
Iwaki, 2002). Daß zumindest einige dieser Gene auch in Cnidaria identifiziert
wurden (Fritzenwanker et al., 2004; Technau und Scholz, 2003; Martindale et al.,
2004), weist darauf hin, daß dieses Signalzentrum keine Neuerung in der
Deuterostomier-  oder Protostomierevolution darstellt, sondern schon an der Basis
der Metazoenevolution von diploblastischen Tieren etabliert wurde. Vermutlich
gingen aus den Wnt-Genen, die in diesem frühen Organisationszentrum
exprimiert waren, die mesodermalen und neuro-ektodermalen Orthologe aus
Ecdysozoa, Lophotrochozoa und Deuterostomiern hervor. Diese Annahme wird
weiterhin durch den Umstand gestützt, daß diejenigen Gene, die im Endoderm
von N. vectensis exprimiert sind (NvWnt5, -6, -8), während der
Mesodermentstehung, ebenfalls mit einander überlappenden, gestaffelten
Expressionsdomänen entlang der anterior-posterior Achse, bei Deuterostomiern
gefunden werden können (Davidson und Levine, 2003; McMahon et al., 1991;
Hoppler und Moon, 1998). Diese Übereinstimmungen weisen auf eine enge
Gastrula frühe Planula mittlere Planula späte Planula Pimärpolyp
b c d e
f g h i j
k l m n o
Abb.42: Übersicht über die gestaffelte Expression von Wnt Genen im Endoderm von N. vectensis.
a-e) NvWnt5. f-j) NvWnt6. k-o) NvWnt8b. a,f,k) In der Gastrula. b,g,l) In der frühen Planula.
c,h,m) In der mittleren Planula. d,i,n) In der späten Planula und e,j,o) im Primärpolyp.
Bilder: Marc Q. Martindale und Kevin Pang (Kusserow et al., 2005.)
a
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Verbindung zwischen Endoderm und Mesoderm während der Gastrulation hin und
sprechen für eine Funktion dieser alten Genanordnung in der Evolution des
Mesoderms. Im sich entwickelnden Gehirn von Vertebraten zeigt der gleiche Satz
an Wnt-Liganden, die sich im Ektoderm von N. vectensis finden (NvWnt1, -2, -4,
-7), ebenfalls oftmals eine vergleichbare Anordnung entlang der dorsalen anterior-
posterior Achse (McMahon and Bradley, 1990; McGrew et al., 1992; Landesman
und Sokol, 1997; Nakagawa et al., 2003). Diese Anordnung führt zu der
Hypothese, daß das zentrale Nervensystem der Wirbeltiere durch den gleichen
Satz an ektodermalen Wnt-Genen gemustert wird, welcher das Ektoderm der
Cnidaria organisiert. Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten zeigen,
daß während der Gastrulation der Seeanemone N. vectensis ein Signalzentrum
am Blastoporus aktiv ist, in dem die meisten Wnt Gensubfamilien zusammen
exprimiert sind. Die gestaffelte Anordnung entlang der Hauptkörperachse der
Planulalarve lässt eine ursprüngliche und zentrale Funktion der Wnt-Genprodukte
in der Gastrulation und der Differenzierung von Zellen entlang von Körperachsen

















Abb.43: Überlappende Anordnung der Expressionsdomänen von NvWnt1, -2, -4, -5, -6, -8 und -A 
in einer N. vectensis Planulalarve.
Der Blastoporus markiert den oralen, der Wimpernschopf den aboralen Pol. Ektoderm und 
ektodermale Expressionsdomänen sind in gelb, Endoderm und endodermale Gene in grün 
dargestellt. Bild: Kusserow et al., 2005.
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4.6.2 Radiärsymmetrie und direktive Achse
Die Radiärsymmetrie der Cnidaria muß bezweifelt werden Sowohl auf der
morphologischen Ebene (Stephenson; 1935), als auch auf molekularer Ebene
(Finnerty, 2003; Finnerty et al., 2004; Kusserow et al., 2005) sind zahlreiche
Merkmale zu finden, die auf die Existenz einer zweiten Körperachse schließen
lassen. Da die Moleküle, welche diese zweite Symmetrieachse definieren, in
Cnidaria die gleichen sind wie in Bilateria, muß davon ausgegangen werden, daß
diese zweite Körperachse im frühesten gemeinsamen Vorfahren von N. vectensis
und dem Menschen bereits vorhanden war. Die morphologische Radiärsymmetrie
der Cnidaria ist daher vermutlich ebenso wie die der Echinodermen ein
sekundäres Merkmal. Eine andere Möglichkeit zur Erklärung der zweiten
Körperachse ist die Trennung der Entwicklungslinien des Menschen und
Nematostella zu einem Zeitpunkt, an dem die Evolution zur Bilateralsymmetrie
gerade erst begonnen hat, die genetische Maschinerie für die Definition der
zweiten Symmetrieachse jedoch schon vollständig etabliert war.
4.6.3 Wnt Gene und sekundäre Körperachsen
Wnt Gene spielen eine Rolle in der Musterung von embryonalen Körperachsen.
Dies gilt nicht nur für die primäre Achse, sondern auch für die Entstehung der
sekundären Körperachsen (Brandhorst und Klein, 2002; Najima et al., 2004).
Schon dem Erstbeschreiber von N. vectensis (Stephenson, 1935) sind
morphologische Asymmetrien aufgefallen. Neben dem schlitzförmigen
Blastoporus findet man einen einzigen Syphonoglyphen in einem der beiden spitz
zulaufenden Enden des schlitzförmigen Mundes des adulten Tieres. Diese
Wimperrinne verläuft vom Mund durch den Pharynx bis in den Gastralraum des
Tieres. Obwohl N. vectensis wie alle Cnidaria als primär radiärsymmetrisch gilt,
zeigen zwei der Wnt-Liganden ein, in Bezug auf die primäre Körperachse,
asymmetrisches Expressionsmuster. Die NvWnt4 Expression fehlt in einem
kleinen Sektor in der ansonsten zirkulären Expressionsdomäne. Wnt4-Liganden
von Bilateria können über den sogenannten Wnt / Ca2+ oder PKC-Signalweg die
Ca2+ Ausschüttung ins Zytoplasma bewirken, was ein zentraler Vorgang in der
Etablierung von dorsal-ventral Polarität in der Embryonalentwicklung von
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bilateralsymmetrischen Tieren ist (Kuhl, 2004). Diese asymmetrische Expression
könnte die Folge oder die Ursache für den asymmetrische Fortschritt der
Gastrulation von N. vectensis sein.
Auch die Expression von NvWntA ist in Bezug auf die Hauptkörperachse
asymmetrisch. Diese Asymmetrie beginnt im Verlaufe der Gastrulation, wobei auf
einer der längeren Seiten des zunehmend schlitzförmigen Blastoporus die
NvWntA Expressionsdomäne breiter, auf der gegenüberliegenden Seite jedoch
schmaler wird. Diese molekulare Asymmetrie ist, wie die morphologische, in der
mittleren Planulalarve am stärksten und lässt während der Metamorphose zum
Primärpolypen wieder nach. Die Planulalarve ist auch die Lebensphase des
Tieres, in der eine dorso-ventrale Polarität einen Vorteil für den Organismus
bringen könnte, da es frei umherschwimmt und sich im dreidimensionalen Raum
orientieren muß. Bei der sessilen Lebensweise des adulten Polypen hingegen ist
die Radiärsymmetrie ein Vorteil. Daher zeigen viele sessile Organismen
sekundäre Reduktionen ihres primär bilateralsymmetrischen Körperbaus. Das
Gewebe, das während der Gastrulation in den N. vectensis Embryo einwandert,
exprimiert NvWntA auf einer Seite des entstehenden Pharynx stärker als auf der
anderen Seite. Die Zellen, die zu einem endodermalen Schicksal determiniert
sind, zeigen keine NvWntA Expression. Leider gibt es bislang keinerlei
Expressionsdaten von WntA Orthologen anderer Organismen, die man mit der
Expression in N. vectensis vergleichen könnte, um weitere Informationen über die
Funktion oder die Konservierung der Funktion dieser Gruppe der Wnt-Liganden
zu erhalten. NvWntA ist schon während der frühen Gastrulation exprimiert und
markiert dort die frühesten Gastrulationsvorgänge. Hierbei findet man häufig zwei
Einsenkungen des Ektoderms, die beide eine zirkuläre Expression aufweisen.
Vermutlich steht die Funktion von NvWntA mit der Definition des
Gastrulationspunktes und der Asymmetrie des Blastoporus in engem
Zusammenhang. Auch die Effekte der Überexpression von NvWntA in Xenopus
Embryonen könnten als Hinweise auf eine Rolle in der Gastrulation interpretiert
werden. Die Überexpression scheint zu Störungen der Gastrulation des Frosches
und damit der Keimblatttrennung zu führen. Die asymmetrische Expression von
NvWnt4 und NvWntA stützt die These der Existenz einer zweiten Körperachse,
der „direktiven Achse“, mit einer definierten Polarität senkrecht zur
Hauptkörperachse bei Cnidaria oder Anthozoa. Weitere molekulare Hinweise auf
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die Existenz dieses zweiten Achsensystems liefert die ebenfalls asymmetrische
Expression von Hox- und TGFß-Genen (BMP4/Dpp und GDF5) (Ball et al, 2004;
Salvini-Plawen und Splechtna, 1978; Finnerty et al, 2004; Finnerty, 2003).
Mitglieder der BMP4 / Dpp Familie sind Antagonisten von Wnt-Liganden. Ein
Ortholog dieser Genfamilie weist in N. vectensis neben einem Streifen im
Endoderm des Tieres auch eine Expressionsdomäne im Ektoderm auf einer Seite
des Blastoporus auf. Möglicherweise stehen die asymmetrischen
Expressionsdomänen von NvWnt4 und/oder NvWntA und BMP / Dpp in
Zusammenhang und etablieren gemeinsam eine sekundäre Polarität des Tieres.
Dieser Mechanismus initialisiert in der Frühentwicklung anderer Organismen die
dorso-ventrale Musterbildung (Penton und Hoffmann, 1996; Yasui et al., 2001;
Schneider und Mercola, 2001; Fischer et al., 2002; Lake and Kao, 2003).  
Abb.44: Asymmetrische Expression von N. vectensis BMP2/4 in einer 3 Tage 
alten Planulalarve. 
Blastoporus links. Pfeile markieren die Expressionsdomänen.
Diskussion                                                                                                              81
4.6.4 Wnt-Liganden mit einer Expression in bestimmten Zellpopulationen
Obwohl die kodierende Sequenz der beiden NvWnt7 Paraloge ab der
Aminosäureposition 152 sowohl auf Aminosäure- als auch auf Nukleinsäureebene
identisch ist, zeigen beide fertigen Transkripte völlig verschiedene
Expressionsmuster. Die Expression von NvWnt7a ist durch RT-PCR erst nach
Abschluß der Gastrulation detektierbar. Zuerst ist dieses Transkript in der
mittleren Planulalarve exprimiert. Dieser Zeitpunkt fällt mit dem ersten Auftauchen
der Nesselzellen während der N. vectensis Individualenwicklung zusammen. Auch
die Häufung von Zellen, in den sich entwickelnden Tentakeln die dieses Transkript
expremieren, spricht für die Theorie, daß dieses Transkript eine Funktion in der
Spezifikation von Nesselzellen oder einem bestimmten Nesselzellensubtyp hat.
Dies deckt sich gut mit der  Rolle von Wnt-Liganden in der Spezifikation
bestimmter neuronaler (Lee et al., 2004) und / oder Muskel-Zelltypen  (Te und
Reggiani, 2002).  Die stark unterschiedliche Expression von NvWnt7a und
NvWnt7b spricht gegen redundante Funktionen dieser beiden Genprodukte. Die
Expression von NvWnt10 zu Beginn der Mesenterienentwicklung spricht ebenfalls
für eine Rolle in der Spezifikation eines bestimmten Zelltyps. Der Gastralraum von
N. vectensis ist während des Planulastadiums mit Nährzellen vollständig
ausgefüllt. In der frühen Planulalarve sind diese Zellen lichtmikroskopisch nicht
voneinander unterscheidbar. Das erste sichtbare Anzeichen der
Mesenterienentwicklung sind zwei Streifen von Zellen, die etwas kleiner und
dichter als die sie umgebenden Zellen sind. Schon deutlich vorher sind die
Mesenterienanlagen durch in-situ Hybridisierung mit einer NvWnt10 spezifischen
Sonde sichtbar zu machen.
Auch die Expression von NvWnt11 ist auf bestimmte Zellen im sich entwickelnden
Tier beschränkt. Wie in Xenopus laevis ist dieses Transkript schon maternal
exprimiert und in den frühen Zellteilungsstadien auf bestimmte Blastomere
beschränkt. Bei Xenopus laevis markiert dieser Bereich den Punkt, an dem sich
das Niewkoop Zentrum etabliert, welches die Trennung der Keimblätter und somit
das weitere Schicksal der Zellen, die durch den Blastoporus ins Innere des
Embyos einwandern, bestimmt (Ku und Melton, 1993; Pandur et al., 2002). In den
meisten bislang daraufhin untersuchten basalen Protostomiern und
Deuterostomiern kann eine Wnt Expression an der Stelle, an der sich der
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Blastoporus bilden wird, detektiert werden (Holland, 2002; Angerer und Angerer,
2003; Le Gouar et al., 2004). Die Fähigkeit von NvWnt11, in Xenopus laevis
sowohl den gleichen Überexpressionseffekt wie das endogene Gen zu erzeugen
als auch den durch Unterdrückung der Translation des Genes erzeugten
Phänotyp zumindest teilweise zu retten, spricht dafür, daß die Wirkung von
Wnt11-Subfamilienmitgliedern, wie auch die Sequenz selbst, im Verlaufe der
Evolution konserviert blieb. Vermutlich dient NvWnt11 dazu, den Punkt
festzulegen, an dem sich im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung ein
Organisationszentrum etabliert, das die Gastrulationsvorgänge und damit die
Keimblatttrennung ebenso reguliert wie die Musterung entlang der entstehenden
Körperachsen.  Als weiterer Hinweis könnten die Injektionsexperimente mit dem
endogenen NvWnt11 in frühe Teilungsstadien von N. vectensis interpretiert
werden. Die Überexpression verursachen ebenfalls Störungen der Gastrulation,
die dazu führen, daß die Keimblatttrennung nicht vollständig gelingt und in der
Folge die Ausbildung der Tentakel und anderer apikaler Strukturen, wie dem
Blastoporus, beeinträchtigt wird.
4.6.5 Wnt-Liganden mit unbekannter Expression
Die Expression der für Wnt-Liganden kodierenden Transkripte für NvWnt8a,
NvWnt3, NvWnt16 ist bislang unbekannt, diese Sequenzen wurden erst kürzlich
identifiziert und die in situ Hybridisierungen mit spezifischen Sonden gegen diese
brachte bisher noch keine aussagekräftigen Ergebnisse.
4.7 Konservierung der Funktion von Wnt-Liganden Subfamilien in der Evolution
Für die Injektionen in Xenopus laevis Eier wurden NvWnt11 und NvWntA gewählt.
Die frühe Expression von NvWnt11 macht es wahrscheinlich, daß die Injektion in
den frühen Embryo zu einem Zeitpunkt erfolgt, an dem auch das endogene
Transkript aktiv ist. Zudem sind die Effekte der Injektion sowohl in N. vectensis als
auch in Xenopus laevis möglicherweise vergleichbar. NvWntA wurde gewählt um
Hinweise auf die unbekannte Funktion dieser Wnt-Subfamilie aus einem
etablierten experimentellen System zu erhalten. Alle Injektionsexperimente in
Xenopus laevis benötigen eine Vielzahl an Einzelexperimenten. Die Qualität der
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Eier und damit die Überlebensfähigkeit der Embryonen von Xenopus laevis
schwanken sehr stark. Die Sterberate in unbehandelten Kontrolltieren aus den
verschiedenen Gelegen reichte von unter 1% bis über 80%. Daten aus Eigelegen
mit einer Sterberaten der Kontrolltiere von über 30% wurden nicht in die Statistik
miteinbezogen. In manchen Eigelegen waren im Vierzellstadium die Zellen, die
den dorsalen Teil des späteren Tieres bildeten, sehr gut von den Zellen, aus
denen der ventrale Bereich hervorging, zu unterscheiden. In anderen Gelegen war
diese Unterscheidung kaum möglich. Im Normalfall sollen die Blastomere, die den
dorsalen Teil des Tieres bilden, kleiner und weniger pigmentiert sein als die, aus
denen der ventrale Teil hervorgeht. Unter der Annahme, daß die Blastomeren
nicht voneinander zu unterscheiden sind, jedoch zum Erreichen eines bestimmten
Effektes die korrekte Injektion in zwei bestimmte Blastomere der vier vorhandenen
notwendig ist, ergeben sich statistisch 25% korrekt injizierte Individuen. In den für
die vorliegende Arbeit durchgeführten Injektionsexperimenten wurden deutlich
höhere Trefferquoten erreicht. Alle Injektionen wurden mit Eigelegen mehrerer
Tiere durchgeführt, um auszuschließen, daß individuelle Unterschiede das
Ergebnis beeinflussen.
Die beobachteten Phänotypen der Überexpressionsexperimente mit NvWnt11
mRNA in Xenopus laevis entsprechen denen der Überexpression der endogenen
mRNA. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, daß NvWnt11 mRNA in der Lage ist,
die gleichen Effekte wie die endogene mRNA zu erzeugen. Auch in den
Kontrollexperimenten, bei denen NvWnt11 mRNA in die ventralen Blastomeren
injiziert wurden, gab es vereinzelt Gastrulationsdefekte. Diese sind mit großer
Wahrscheinlichkeit auf Injektion in mindestens ein falsches Blastomer
zurückzuführen.
Die Injektion von gegen das endogene XlWnt11 Transkript gerichteten
Morpholinos führt, wie auch die Überexpression des endogenen Gens, zu
Störungen während der Gastrulation. Dieser Defekt ist optisch nicht von dem
gegenteiligen Effekt zu unterscheiden. In beiden Fällen ist die konvergente
Extensionsbewegung der Zellen gestört. Die Ko-Injektionsexperimente mit dem
XlWnt11 Morpholino und der NvWnt11 mRNA liefern Hinweise darauf, daß die
mRNA aus Nematostella den durch das Morpholino erzeugten Defekt teilweise
reduzieren kann. Sowohl der Anteil an toten Tieren als auch der Anteil der Tiere
mit Gastrulationsstörungen wurde durch die Koinjektionen reduziert. Daraus lässt
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sich vermuten, daß die Wirkung von Mitgliedern der Wnt11-Subfamilie im
planaren Zellpolaritätssignalweg von den Ur-Eumetazoa bis zu den rezenten
Mammalia konserviert blieb. Die Expression der Wnt-Liganden von N. vectensis
weisen ebenfalls auf eine mögliche Konservierung der Funktion von Wnt-
Liganden hin.
4.8 Phylogenetische Position der Cnidaria
Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Daten können darauf hinweisen, daß
entweder der letzte gemeinsame Vorfahre von Cnidaria und Bilateria eine
komplexere Genausstattung hatte als bisher vermutet (Kusserow et al., 2005; Ball
et al., 2004) oder Cnidaria nicht so basal sind wie bisher angenommen. Da die
genetische Ausstattung mit verschiedenen Wnt-Liganden erheblich komplexer ist,
als es nach derzeitigen Vorstellungen für die Erzeugung eines morphologisch so
einfachen Körperbaus wie dem von N. vectensis notwendig ist, könnte die
Einfachheit des Körperbauplans dieses Tieres eine sekundäre Eigenschaft zu
sein. Die Reduktion des Bauplanes von sessilen Organismen zur
Radiärsymmetrie ist auch bei anderen Lebewesen wie den Pflanzen zu
beobachten. Die Ausstattung an Wnt Genfamilien in Insekten und Nematoden ist
geringer als bei Cnidaria. Dies lässt zwei Interpretationen zu. Zum einen können
diese Genfamilien im Verlauf der Evolution vom letzten gemeinsamen Vorfahren
der Cnidaria und der Ecdysozoa zu den rezenten Ecdysozoa verloren gegangen
sein. Die Ecdysozoa könnten aber auch die basaleren Tiere sein. Viele Merkmale
der Ecdysozoa sprechen für den umfangreichen Genverlust während der
Evolution. So fehlen auch andere Gene in Ecdysozoa, die in einfacheren
Organsimen und Wirbeltieren vorhanden sind. Möglicherweise ermöglicht der
Verlust von großen Genombereichen eine schnellere und energetisch effizientere
Fortpflanzung durch schnellere Zellzyklen. Lange Zeit galten die Hydrozoen als
die basale Gruppe innerhalb der Cnidaria, da ihr Körperbauplan der einfachste ist
(keine Septen oder andere Verzweigungen im Gastralraum). Da aber viele
Merkmale der Hydrozoen durch Anpassungen an die Lebensbedingungen
erklärbar sind, ist es wahrscheinlich, daß diese Merkmale sekundär abgeleitet
sind. Die Einteilung der Cnidaria an die Basis der Metazoenevolution beruht
größtenteils auf ihrem auf den ersten Blick einfachen Körperbauplan mit einer
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Symmetrieachse und zwei Keimblättern. Dieser Einfachheit im Körperbauplan
steht jedoch eine überraschend komplexe Genetik gegenüber. Zudem besitzen
Cnidaria mit den extrem spezialisierten Nesselzellen einen sehr hoch entwickelten
Zelltyp. Das zentrale Argument der Einfachheit, die einzige Symmetrieachse, ist
vermutlich auf eine sekundäre Reduktion aufgrund der sessilen Lebensweise der
Polypen von Cnidaria zurückzuführen. Es erscheint fragwürdig, daß zunächst ein
kompletter Satz an Genen entsteht, dem erst viel später eine Funktion zuwächst.
Es ist viel wahrscheinlicher, daß die Diversifikation von Genen aus einem
Vorläufergen und die Entstehung neuer Funktionen der Varianten einander
gegenseitig bedingen. Die wahrscheinlichste Erklärung für die komplexe
Ausstattung an Wnt-Genfamilien in N. vectensis ist die Evolution eines Bauplans
mit mindestens zwei Achsensystemen bei dem letzten gemeinsamen Vorfahren
von Cnidaria und Bilateria. Die zweite Symmetrieachse ging früh in der Evolution
zu Cnidaria durch Reduktion dieser neuen Eigenschaften aufgrund der sessilen
Lebensweise teilweise wieder verloren. In den phylogenetischen Berechnungen in
dieser Arbeit fallen die Wnt-Sequenzen der Cnidaria oft an die Basis ihrer
Subgruppe, was die These der basalen Organismengruppe unterstützt. Ist dies
der Fall, war die genetische Ausstattung des letzten gemeinsamen Vorfahren von
Cnidarian und Bilateriern erheblich komplexer als bislang vermutet. 
4.9 Evolution mehrzelliger Tiere
Die gängige Vorstellung für den Verlauf der frühen Evolution der Tiere basiert auf
der Grundlage, daß Einfachheit des Körperbauplanes durch Einfachheit der
genetischen Ausstattung bedingt wird und daher ein basales Merkmal darstellt.
Nach dieser streng darwinistischen Vorstellung sind zwar auch sekundäre
Reduktionen möglich (z.B. bei Ascidien), diese lassen sich aber bei genauerer
morphologischer Untersuchung als solche identifizieren. Am Beispiel der Ascidien
ist die Entwicklung der Larve mit einer Chorda dorsalis und der anschließenden
Reduktion dieses und anderer Merkmale einer hohen Entwicklungsstufe einfach
zu beobachten. Dies ist bei N. vectensis nicht der Fall. Dieser morphologisch
einfache Organismus durchläuft eine einfache Individualentwicklung ohne
sichtbare Merkmale komplexer Strukturen. Auch an deren Endpunkt steht ein
einfacher Körperbau.
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Die Ausstattung an Wnt-Subfamilien in N. vectensis ist jedoch viel komplexer als
vorhergesagt (Ball et al., 2004). Während der Evolution vom letzten gemeinsamen
Vorfahren von Protostomia und Deuterostomia zu den rezenten Hexapoda, sind
im Falle der Wnt-Liganden mindestens zwei unabhängige Ereignisse des
Genverlustes aufgetreten. An der Basis der Ecdysozoa-Evolution sind die
Gruppen Wnt3, -4, -8,  und 11 verloren gegangen. In der weiteren Evolution der
Insekten die Subgruppen Wnt2 und Wnt16. Während der Evolution der
Nematoden gingen zudem noch die Subfamilien WntA und Wnt10 verloren. 





Abb.45: Schematische und vereinfachte Übersicht über die Ursache der wachsenden genetischen 
Komplexität im Verlaufe der Evolution nach darwinistischer Vorstellung.
Schwarze Linien symbolisieren den Stammbaum der Tiere. Grüne Pfeile den Ablauf mehrerer Gen- 
oder Genomduplikationen, die die genetische Ausstattung der Tiere, ausgehend von Ur-Eumetazoa, 
immer weiter vergrößert haben.
Protostomia Deuterostomia
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Vermutlich fanden große Umstrukturierungen mit Verlusten an genetischem
Material innerhalb der Genome der Protostomier statt. Auch in der Evolution der
Chordata ging ein Wnt Gen verloren. Dieser Verlust muß spät in der Evolution
stattgefunden haben, denn die WntA Subfamilie war an der Basis der
Chordatenentwicklung (Ciona intestinalis) noch vorhanden. Vermutlich steht auch
dieser Verlust mit größeren Umstrukturierungen des Genoms in Zusammenhang,


















Abb.46: Übersicht über Verlust und Neuerwerb von Wnt-Genen im Verlauf der Evolution.
Schwarze Linien symbolisieren den Stammbaum der Tiere. Grüne Pfeile Genoder 
Genomduplikationen. Rote Pfeile den Verlust von Genen. Die verlorenen Gene sind in roter Schrift 
aufgeführt.
Chordata
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Viele Eigenschaften der Genome der Protostomia und der Deuterostomia sind
deutlich verschieden. So weicht zum Beispiel die Intron-Exon Struktur der Wnt-
und vieler anderer Gene von Drosophila melanogaster und von Caenorhabditis
elegans deutlich von der bei Vertebraten ab (Kusserow, 2001). Auch die
unterschiedliche chromosomale Anordnung der Wnt-Gene spricht für
umfangreiche Reorganisationsereignisse und Genverluste, die möglicherweise mit
der Evolution der segmentalen Organisation der Arthropoden in engem
Zusammenhang steht. Eine segmentale Organisation des Körperbauplanes ist mit
einer wesentlich kleineren Austattung an Signalen realisierbar, die sich in jedem
Segment wiederholt. Dagegen müssen für die kontinuierliche Musterung einer
Körpersäule unterschiedliche Signale der Regionalisierung über größere Distanz
hintereinander geschaltet sein.
Abb.47: Schematische Übersicht über eine mögliche Evolution durch Generwerb und Genverlust.
a) Vereinfachte gestaffelte Anordnung der Wnt Genexpression entlang der Hauptkörperachse von N. 
vectensis. Ektodermale Gene in Rot- und Gelbtönen, endodermale Gene in Grünschattierungen. 
Hypothetischer Antagonist (z.B. Engrailed) ind blau.
b) Vereinfachte schematische Anordnung von wingless Expressionsdomänen (rot) entlang der 
Hauptkörperachse von Drosophila melanogaster (Wolpert, 1999) und Platynereis dumerilii (Prud'homme 
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Die Hypothese eines großen genetischen Reorganisationsereignisses an der
Basis der Ecdysozoa-Evolution rückt diese als abgeleitete Organismengruppe von
der Evolution der Deuterostomier und anderer Protostomier ab. Die
Sequenzierung des gesamten Genoms von N. vectensis ist weit vorangeschritten
und die Anordnung der Gene auf den Chromosomen wird Beiträge zur Aufklärung
des evolutionäre Ursprungs der Wnt-Genfamilie und der Evolution insgesamt
leisten. Weitere Klarheit über den Verlauf der Evolution kann gewonnen werden,
wenn weitere Genome von basalen Metazoen sequenziert werden. Besonders
geeignet wären die Genome von Porifera, Plathelminthes und basalen
Lophotrochozoa. Leider stehen relativ wenig Erkenntnisse aus diesen Gruppen
einer Fülle an Daten aus Ecdysozoa gegenüber, was Fehlinterpretationen über
den Verlauf der Evolution zu höheren Tieren fördert. So wurde nach
Veröffentlichung der menschlichen Genomsequenz als große Erkenntnis dieses
Projektes geschlossen, daß viele Gene durch horizontalen Gentransfer von
Bakterien auf den Menschen übertragen wurden (Lander et al., 2001). Diese
Gene wurden sowohl im Menschen, wie auch in den Genomen vieler Bakterien
identifiziert, fehlten aber in den Genomen von Ecdysozoa. 
Insgesamt scheint die Anzahl an Genen, die in einem Genom vorhanden sind, in
keinem direkten Zusammenhang mit der morphologischen Komplexität eines
Organismus zu stehen. Morphologisch einfache Tiere wie N. vectensis können
sehr komplexe Genome besitzen, während Tiere mit komplexen morphologischen
Merkmalen wie Anopheles gambiae vergleichsweise einfache Genome haben
können. Zudem scheint der Verlust von Genen, ebenso wie Neuerwerb durch
Duplikationen, zur Evolution von Körperbauplänen beitragen zu können. 
Vermutlich war die Voraussetzung für den evolutionären Sprung von der
Einzelligkeit zur Vielzelligkeit ein komplexes Netzwerk an miteinander
interagierenden Signalkaskaden. Diese führten zur Etablierung eines
Signalzentrums, das die komplexen Vorgänge der Gastrulation mit der Entstehung
verschiedener Keimblätter durch Invagination und Ingression des äusseren
Epithels reguliert. Diese komplexe molekulare Maschinerie ermöglichte daraufhin
die schnelle Entstehung von komplexeren Körperbauplänen. Die Erweiterung der
Ausstattung an Transkriptionsfaktoren wie der Hox-Gene der Chordaten (Holland
und Garcia-Fernandez, 1996) oder der MADS box Gene der Pflanzen (Ng und
Yanofsky, 2001)  steht möglicherweise in Verbindung mit dem Anstieg der
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morphologischen Komplexität im Verlauf der  kambrischen Explosion und der
weiteren Evolution bis hin zum Menschen.
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5. Material und Methoden
5.1 Versuchstiere
5.1.1 Herkunft der verwendeten Tiere
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Spezies N.vectensis (Stephenson
1935) gehört der basalen Gruppe der Cnidaria, den Anthozoa an. Die genaue
taxonomische Klassifizierung lautet: Stamm: Cnidaria; Klasse: Anthozoa;
Unterklasse: Hexacorallia; Ordnung: Actinaria; Subordnung: Nyantheae; Tribus:
Athenaria; Familie: Edwardsiidae; Gattung: Nematostella; Spezies: N. vectensis.
Die in Darmstadt kultivierten Tiere entstammen einer Sammlung in Rhode River,
Maryland (Hand und Uhlinger, 1992). Sie sind Nachkommen einer Kreuzung der
Linien CH2 und CH6 aus dem Labor von Cadet Hand.
5.1.2 Kultur von N. vectensis
Adulte Tiere wurden bei 18°C in artifiziellen Brackwasser mit einer Salinität (Tropic
marine) von 1,35 ‰ und pH 7,8, getrennt nach den Geschlechtern, im Dunkeln
kultiviert. Die Tiere wurden 3 X pro Woche mit frisch geschlüpften Naupliuslarven
(Artemia salina) gefüttert. Einmal pro Woche wurde das Kulturmedium
gewechselt. Die Vermehrung der Tiere kann sowohl geschlechtlich, wie auch
ungeschlechtlich durch Teilung erfolgen. Für die Vermehrung der Kultur wurden
die Tiere durch einen Schnitt durch die Körpersäule unterhalb der Mesenterien
geteilt. Die obere Hälften der so behandelten Tiere regenerierten innerhalb von
zwei Tagen vollständig. Die unteren Abschnitte bildeten innerhalb einer Woche
neue Tentakel aus.
5.1.3 Induktion der Gametogenese
Die adulten Tiere beider Geschlechter wurden durch 13h Lichtbestrahlung mit
einer Lampe des Typs FC8T9.CW, Radium, 22 W/25°C (General Electric) und
einer Temperaturerhöhung auf 25°C zur Gametenabgabe induziert. Die gewonnen
Eier wurden jeweils gleichzeitig befruchtet, indem die abgelegten Eipakete in ein
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Kulturgefäß mit Männchen und deren Spermien überführt wurden (Fritzenwanker
und Technau, 2002).
5.1.4 Entnahme von Embryonen
Die Embryonen wurden zu definierten Zeitpunkten nach der Fertilisation, in
bestimmten Entwicklungsstadien, für die Experimente entnommen. Embryonen,
von der Zygote bis zum Erreichen des Planulastadiums, wurden  durch 3%ige L-
Cysteinlösung (pH 7,8) in Nematostellamedium ca.15 min.aus der sie






- 0,5 h Unbefruchtete reife Eier
+ 3 h 4 Zellen
+ 4 h 8 Zellen
+ 5 h 16 Zellen
+ 6 h 32 Zellen
+ 7 h 64 Zellen
+ 8 h Morula
+ 12 h frühe Blastula
+ 16 h Späte Blastula
+ 1 d Frühe Gastrula
+ 2,5 d Mittlere Gastrula
+ 2 d Späte Gastrula
+ 3 d frühe Planulalarve
+ 4 d mittlere Planulalarve
+ 5 d späte Planulalarve
+ 6 d Metamorphosestadium
+ 7d Frühe Primärpolypen
+ 8-12 d Primärpolypen
> 90 d Adulte
Tab.3: Übersicht über die Entnahmenzeitpunkte von Embryonen für die Fixierung und die cDNA 
Synthese.
1. Spalte) Entnahmezeitpunkt in Stunden (h) oder Tagen (d) nach der Befruchtung.
2. Spalte) Bis zu diesem Zeitpunkt erreichtes Entwicklungsstadium.
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5.2 Isolation von RNA
5.2.1 Lysis der Tiere
Es wurden für jede RNA-Präparation 0,1 g Gewebe in ein 2 ml  Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt. Die Embryonen wurden vollständig in 500 µl GTC-
Lysispuffer (4 M GTC [Guanidinthiocyanat], 25 mM Natriumcitrat [pH 7], 0,5%
Sarcosyl, 0,1 M ß-Mercaptoethanol) durch mehrmaliges schnelles Auf und
Abpipettieren lysiert. Adulte N. vectensis wurden unter ständigen Zugabe von
flüssigem Stickstoff im Mörser zermahlen, das gefrorene Mahlgut wurde in ein 2ml
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und sofort mit GTC-Lysispuffer versetzt.
5.2.2 RNA Isolation
Zu jeweils 500µl lysiertem Gewebe wurde zur Ansäuerung 50 µl Natriumacetat (2
M, pH 4) gegeben. Anschließend wurden 550 µl eines Gemischs von Phenol :
Chloroform : Isoamylalkohol (25 : 24 : 1) zugeben. Die RNA wurde unter schütteln
in der wässrigen Phase gelöst. Nach 15 min Kühlung auf Eis wurde das Gemisch
bei 4°C zentrifugiert (15 min. bei 12000 g). Die wässrige Phase wurde in ein
neues 2 ml Eppendorfgefäß überführt, mit 200 µl Natriumchlorid (1,2 M), 200 µl
Isopropanol (100%) und 200 µl Natriumcitrat (0,8 M) versetzt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde ein weiteres mal unter den
gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen,
das Sediment 3 X mit Ethanol (75%) gewaschen , in 20 µl  DEPC H2O gelöst und
bei -80°C gelagert.
5.3 Herstellung von cDNA
Je nach Verwendungszweck wurden unterschiedliche Methoden der cDNA
Synthese gewählt.
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5.3.1 Herstellung von cDNA zum Komplettieren eines Genfragmentes in
5'-Richtung
Für die Herstellung von 5'-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) cDNA (copy
DNA), wurden die Produkte der RNA-Isolationen aus mehreren
Entwicklungsstadien von N.vectensis zu gleichen Volumenteilen gemischt und als
Matrize für die reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Für die Verwendung als
Matrize für 5'-RACE PCR (Polymerase Chain Reaction) Reaktionen wurde die
cDNA mit dem GeneRacer System  nach Angaben des Herstellers (Invitrogen)
synthetisiert. Zum Start der reversen Transkriptionsreaktion  wurden die im
GeneRacer System mitgelieferten Oligonukleotide (Primer) verwendet (Generacer
oligo dT Primer 5′-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24-
3′). Das GeneRacer System verhindert, daß unvollständige mRNA Fragmente in
cDNA transkribiert werden. Hierfür werden enzymatisch die freien
Phosphatgruppen der mRNA-Fragmente entfernt. Anschließend wird die am
5'-Ende von vollständigen Transkripten liegende Cap-Struktur enfernt. Bei dieser
Reaktion verbleibt eine reaktionsfähige Phosphatgruppe am 5'-Ende der mRNA.
Diese wird in der folgenden Ligationsreaktion für die Anheftung eines im
Generacer System mitgelieferten RNA-Oligonukleotids genutzt (Generacer RNA
Oligonukleotid :5′-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGU
AGAAA-3′). Diese Sequenz dient in den 5'-RACE PCR-Reaktionen als
Anlagerungsstelle für die mitgelieferten DNA-Primer.
5.3.2 Herstellung von cDNA zum Komplettieren eines Genfragmentes in
3'-Richtung
Die  RNA Isolationen verschiedener N.vectensis Entwicklungsstadien wurden
jeweils getrennt als Matrizen für die reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Die
3'-RACE cDNA Synthese wurden nach Frohmann (1995) mit der reversen
Transkriptase „Superscript II“ nach Angaben des Herstellers (Invitrogen)
durchgeführt. Hierbei ist der oligo dT Primer für die reverse Transkription am
5'-Ende um 36 Basen mit bekannter Sequenz verlängert (Primer QT: 5'-CCAGTG
AGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC(T)17-3'). Diese Sequenz dient als
Anlagerungspunkt für die 3'-Primer in der nachfolgenden 3'-RACE PCR. Die
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Produkte dieser cDNA-Synthesereaktionen wurden auch als Matrize für RT-PCR
Reaktionen zur Transkriptdetektion in unterschiedlichen Entwicklungsstadien von
N.vectensis, im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet.
Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren Transkriptfragmente von sechs






Die degenerierten Primer wurden nach folgendem Schema in zwei
aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen eingesetzt: In beiden Reaktionen war
NvWnt1deg der 5'-Primer, in der ersten Reaktion war NvWnt5deg der 3'-Primer
und in der zweiten war NvWnt3deg der 3'-Primer (nested Primer)
Tab.4:degenerierte Primer zur Klonierung von Wnt-Homologen aus N. vectensis.
Die Sequenz der für die Identifikation von Wnt-Transkriptfragmenten verwendeten Primer.
In Klammern sind jeweils die im Primergemisch an dieser Position vorhandenen Nukleotide 
angegeben (Degeneration).
Abb.48: Übersicht über das Schema der Wnt-Transkriptidentifikation durch degenerierte Primer.
Horizontale Linien zeigen 5'- und 3'-untranslatierte Transkriptbereiche. Der graue horizontale Balken 
symbolisiert den kodierenden Bereich, die horizontalen Pfeile die relative Lage der 
Primerbindungsstellen und die Richtung, in der das 3'-Ende des Primers bei der Bindung an das 
Zieltranskript weist. Der grüne Bereich markiert den Transkriptbereich die zu Beginn der 
vorliegenden Arbeit bekannt waren.
NvWnt1deg
NvWnt3deg NvWnt5deg
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5.4 Durchführung von PCR-Reaktionen zur Komplettierung von cDNA-
Fragmenten
5.4.1 5'-RACE
Für die Amplifikation unbekannter 5'-Transkriptbereiche wurden jeweils zwei
aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen durchgeführt. Als Matrize wurde die unter
Verwendung des GeneRacer Systems synthetisierte 5'-RACE cDNA  eingesetzt.
1 µl des Produkts der zuerst durchgeführten PCR-Reaktion, diente als Matrize für
die zweite PCR-Reaktion. Die Bindungsstellen für die Primer der zweiten Reaktion
lagen jeweils etwas innerhalb des durch die erste Reaktion amplifizierten
Transkriptbereiches. Als 5'-Primer für diese PCR-Reaktion wurden jeweils die im




GeneRacer 5' Nested Primer 5′-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3′). 
Als 3'-Primer wurden für jedes untersuchte Gen spezifische Primer  verwendet,
die revers komplementär zum schon bekannten Transkriptbereich (Sturm, 2000)
der Wnt-Gene waren:

















Alle Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50µl durchgeführt. Es
wurde in jeder Reaktion jeweils 1 µl cDNA-Lösung eingesetzt. Für jedes Gen
wurden drei Ansätze mit verschiedenen Konzentrationen (unverdünnt direkt aus
der cDNA Synthese, 1:10 verdünnt und 1:100 verdünnt) durchgeführt. Weiterhin
wurden jedem Reaktionsansatz 5 µl 10-fach konzentrierter Polymerasepuffer
(250mM / µl) des Herstellers (Amersham), 0,5 µl des 5'-Primers (50 pM/µl), 0,5 µl
des 3'-Primers (50 pM/µl), 1 µl dNTP-Mischung (12,5 mM pro Nukleotid) sowie 0,3
µl einer DNA abhängigen DNA-Polymerase (Amersham Taq) zugesetzt. Zuerst
wurde jeder Reaktionsansatz 5 min bei 95°C denaturiert, dann folgten 30 Zyklen
mit einer Denaturierungstemperatur von 95°C für 1 min, einer
Primerbindungstemperatur von 55°C für 1 min und einer Elongationstemperatur
von 72°C für 3 min. Nach Abschluß der Zyklen wurden die
Einzelstrangüberhänge im Reaktionsansatz durch eine 5 min Inkubation bei 72°C
aufgefüllt. Gelang es mit diesen Reaktionsbedingungen nicht ein DNA-Fragment
zu amplifizieren, wurde die Reaktion mit dem gleichen Reaktionsansatz aber
variierten Primerbindungstemperaturen (Gradient von 45-65°C) wiederholt. 
5.4.2 3'-RACE
Für die Amplifikation unbekannter 3'-Bereiche wurde ebenso wie bei der
Amplifikation von unbekannten 5'-Transkriptbereichen verfahren. Hier war die



















5.4.3 PCR zur Erzeugung vollständiger kodierender Transkriptbereiche
Es wurden aus den durch 5'- und 3'-RACE Experimenten identifizierten
Transkriptsequenzen Primer abgeleitet, mit denen sich der gesamte kodierende
Bereich der Transkripte amplifizieren ließ. Als Matrize wurden je 1 µl eines
Gemischs stadienspezifischer 3'-RACE cDNA verwendet. Die Primer wurden so
gewählt, daß die inneren 5'- und 3' Primer in Ihrer Sequenz das Startkodon (ATG)































Die Reaktionsansätze und Reaktionsbedingungen waren die gleichen wie bei den
5'- und 3'-RACE PCR Reaktionen.
5.5 Ligation, Transformation, Plasmidpräparation und Sequenzierung
Alle durch PCR-Reaktionen hergestellten DNA-Fragmente wurden direkt in den
TA-Klonierungsvektor pGEM-T nach den Angaben des Herstellers (Promega)
ligiert. Ligierte Plasmide wurden durch einen Hitzeschock (42°C für 45 s.) in
Bakterien (Xl1-Blue) eingebracht (Hanahan et al., 1977). Die transformierten
Bakterien wurden durch Blau-Weiss-Selektion identifiziert und in 4 ml Flüssigkultur
vermehrt. Die Isolation der Plasmide wurde mit dem Plasmidpräparationssystem
„Nucleo spin“ nach Angaben des Herstellers (Macherey und Nagel) durchgeführt.
Durch Restriktion mit den Enzymen ApaI und SacI wurde die Größe der
Plasmidinsertionen bestimmt. Die in den Vektor ligierten DNA-Fragmente richtiger
Größe wurden zur Sequenzierung eingeschickt ( Fa. GATC).
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5.6 Alignierung von Aminosäuresequenzen
Für die Erstellung des Alignments wurden die DNA Sequenzen der durch PCR
amplifizierten N.vectensis Transkripte in die korrespondierende
Aminosäuresequenz übersetzt. Weitere Wnt-Aminosäuresequenzdaten aus
N.vectensis wurden von Marc Q. Martindale (Kewalo Marine Lab PBRC, University
of Hawaii) zur Verfügung gestellt. Weitere Aminosäuresequenzen von Wnt-
Liganden aus verschiedenen Spezies wurden in der NCBI Genbank identifiziert
und ebenfalls für das Alignment genutzt. Das Alignment sollte Sequenzen aller
bekannten Wnt-Subfamilien aus mehreren Tiergruppen (Cnidaria,
Lophotrochozoa, Insecta, Vertebrata) enthalten. Folgende Sequenzen wurden für
die Erstellung des Alignments verwendet.
Subfamilie Name Synonym GenBanknr
.
Spezies Representierte Gruppe
Wnt1 AgWnt1 EAA14180 Anopheles gambiae Insekt (Ecdysozoa)
 BfWnt1 AF061974 Branchiostoma
floridae
Chordat (Deuterostomia)
BmWnt1 D14169 Bombyx moori Insekt (Ecdysozoa)
HsWnt1 AAH74840 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt1 AY530300 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
PdWnt1 AJ491796 Platynereis dumerili Polychaet(Lophotrochozoa)
Wnt2 HsWnt2A NM003391 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
 HsWnt2B HsWnt13 NM024494 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt2 AY725201 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
PvWnt2 AJ491797 Patella vulgata Mollusk (Lophotrochozoa)
Wnt3 BfWnt3 AF361013 Branchiostoma
floridae
Chordat (Deuterostomia)
HsWnt3A NM033131 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt3 NM030753 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HvWnt3 AF272673 Hydra vulgaris Hydrozoo (Cnidaria)
Wnt4 BfWnt4 AF061973 Branchiostoma
floridae
Chordat (Deuterostomia)
HsWnt4 NM030761 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt4 AY687348 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
PdWnt4 AJ491798 Platynereis dumerilii Polychaet
(Lophotrochozoa)
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Subfamilie Name Synonym GenBanknr
.
Spezies Representierte Gruppe




CeWnt5 CeWnt2 Z68301 Caenorhabditis
elegans
Nematod (Ecdysozoa)
HsWnt5A NM003392 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt5B NM030775 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt5 AY725202 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)




HsWnt6 NM006522 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt6 AY725203 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
Wnt7 BfWnt7B AF061975 Branchiostoma
floridae
 Chordat (Deuterostomia)
DmWnt7 DmWnt2 AE003833 Drosophila
melanogaster
Insekt (Ecdysozoa)
HsWnt7A NM004625 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt7B NM058238 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt7a AY687348 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
NvWnt7b AY725204 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
Wnt8 BfWnt8 AF190470 Branchiostoma
floridae
Chordat (Deuterostomia)
HsWnt8A NM031933 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt8B NM003393 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt8a AY792510 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
NvWnt8b AY725205 N. vectensis Seeanemone (Cnidaria)
Wnt9 AgWnt9 XP318818 Anopheles gambiae Insekt (Ecdysozoa)
HsWnt9A HsWnt14 NM003395 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt9B HsWnt15 AY358217 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
Wnt10 AgWnt10 EAA14172 Anopheles gambiae Insekt (Ecdysozoa)
HsWnt10A BC052234 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
HsWnt10B NM003394 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt10 AY530301 N. vectensis Seeanemone(Cnidaria)
Wnt11 BfWnt11 AF187553 Branchiostoma
floridae
Chordat (Deuterostomia)
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Subfamilie Name Synonym GenBanknr
.
Spezies Representierte Gruppe
HsWnt11 NM004626 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
NvWnt11 AY687349 N. vectensis Seaenemone (Cnidaria)
WntA AgWntA XP314777 Anopheles gambiae Insekt (Ecdysozoa)
NvWntA AY534532 N. vectensis Seeanemone(Cnidaria)
PdWntA  AJ491801 Platynereis dumerilii Polychaet
(Lophotrochozoa)
PvWntA AJ491805 Patella vulgata Mollusk (Lophotrochozoa)
Wnt16 HsWnt16 NM057168 Homo sapiens Vertebrat (Deuterostomia)
 
Die aminoterminalen Bereiche jeder Wnt-Sequenz wurden bis eine Aminosäure
vor der ersten konservierten Cysteinposition aus jeder Aminosäuresequenz
gelöscht. Diese Sequenzen wurden mithilfe des Programmes ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) aligniert. Es wurden die Grundeinstellung dieses
Programmes benutzt. Als Ausgabeformat wurde GCG MSF als Dateiformat
gewählt. Das resultierende Alignment wurde in das Programm GENEDOC
(http://www.psc.edu/biomed/genedoc/) importiert und anschließend manuell
überarbeitet. Als Richtlinie für die Nachbearbeitung wurden konservierte
Sequenzmotive  verwendet die durch das Programm SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/) identifiziert wurden. Es wurden zusätzliche Alignments erstellt, die
jeweils nur die Sequenzen einer der Wnt-Subfamilien enthielten um
Sequenzmotive zu identifizieren, die nur in einzelnen der Subfamilien vorhanden
sind. Diese Informationen wurden ebenfalls für die manuelle Bearbeitung des
Alignments herangezogen.
5.7 Berechnung molekularer Stammbäume
Das erstellte Alignment wurde im Phylip Dateiformat für die Verwendung in den
Programmen TreePuzzle (Strimmer,v. Haeseler, 1996; Schmidt, 2002)
(http://www.tree-puzzle.de/) und PAUP (http://paup.csit.fsu.edu/) und im
Tab.5: Übersicht über die in Stammbaumberechnungen verwendeten Aminosäuresequenzen.
Alle verwendeten Sequenzen werden mit ihrer Subguppenzugehörigkeit, dem in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten Namen, der Bezeichnung des Genbankeintrages, der Herkunftsspezies sowie 
einer übergeordneten Taxonomischen Bezeichnung aufgeführt. Tabelle: Kusserow et al., 2005.
Material und Methoden                                                                                         103
Dateiformat MSF GCG für die Verwendung im Programm MrBayes (Huelsenbeck,
2001) (http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes) aus GENEDOC exportiert. Für die
Berechnung molekularer Stammbäume wurden im Programm TreePuzzle
folgende Einstellungen vorgenommen: Number of Puzzling steps=25000, Display
as outgroup=HsWnt9, Parameter estimates=Exact (slow) Parameter estimation
uses=Quartet sampling+Neighbor-joining tree, Model of Substitution=JTT (Jones
et al., 1992). Für die Berechnung eines molekularen Stammbaums mit MrBayes
wurde eine Nexus Datei mit folgenden Befehlen und Informationen erstellt:
outgroup=HsWnt9, Model of Substution=Jones, nGen=20.000.000,
samplefreq=10, Printfreq=100, nuber of chains=6, save branchlengs=yes. Postrun
Einstellungen waren: burnin=10.000. Für die Errechnung von Stammbäumen mit
PAUP wurden folgende Einstellungen gewählt:  maxtrees=2000
autoincrease=100, heuristic search by random addition sequence with TBR, limit
of 10,000,000 rearrangements.
5.8 Analyse der räumlichen Transkriptexpression
5.8.1 Herstellung von RNA-Sonden
Es wurden Digoxygeninmarkierte, einzelsträngige RNA-Sonden mit dem Dig-RNA-
labeling System, nach Angaben des Herstellers (Roche) synthetisiert. Als Matrizen
für die Reaktionen wurden PCR-Produkte verwendet. Als Matrize für diese PCR-
Rektionen wurden die Plasmidklone der PCR zur Erzeugung vollständiger
kodierender Transkriptbereiche genutzt. Die PCR-Reaktion wurde mit den
gleichen Reaktionsbedingungen wie die anderen PCR-Reaktionen durchgeführt
(5'-Primer: M13, 3'-Primer M13 reverse). Die in diesen Reaktionen amplifizierten
DNA-Sequenzen beinhalten die bakteriellen Promotoren T7 in 5'-Position vor der
Klonierungsstelle und Sp6 in 3'-Position. Diese Promotoren wurden in jeweils
getrennten Reaktionsansätzen durch T7 oder Sp6 DNA abhängige RNA
Polymerasen für die Transkriptionsreaktion verwendet. In der Reaktion werden
Digoxigenin markierte Uridinnukleotide in den RNA-Strang inkorporiert. Auf diese
Weise wurden für jedes zu untersuchende Transkript eine zum Transkript
komplementäre Sonde zur Detektion der Expression und eine Kontrollsonde mit
zum Transkript identischer Sequenz synthetisiert.
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5.8.2 Durchführung der in situ Hybridisierung
Sofern nicht anders angegeben wurden alle Wasch- und Inkubationsschritte bei
Raumtemperatur für 5 Minuten auf einem Schüttelgerät mit einer Frequenz von  
5 Hz durchgeführt. 
5.8.2.1 Relaxieren und Fixieren von Tieren für die In situ-Hybridisierung
Primärpolypen wurden in Petrischalen mit Nematostellamedium überführt. Es
wurde gewartet, bis sich die Tiere vollständig ausgestreckt hatten. Durch
langsame Zugabe von 5ml MgCl2 (,6H2O) 7,1% wurden die Tiere im
ausgestreckten Zustand gehalten. Durch 3-maliges Waschen mit sauberem
Nematostellamedium wurde überschüssiges  MgCl2  entfernt. Anschließend
wurden die Tiere eine Stunde lang in 4% Paraformaldehyd in MEM (50 mM
MOPS, 1 mM EGTA, 0,5 mM MgSo4) bei Raumtemperatur fixiert und
anschließend über drei Schritte in 100% Methanol MeOH) überführt (1. 25%
MeOH + 75% Fixativ, 2. 50% MeOH + 50% Fixativ, 3. 75% MeOH +25% Fixativ).
Die Tiere wurden bis zum weiteren Gebrauch, mindestens aber 24 Stunden lang
bei -80°C in 100% Methanol gelagert.
 
5.8.2.2 Vorbehandlung und Hybridisierung
Zunächst wurden die fixierten Tiere über eine Methanol + PBT-Reihe rehydriert
(100% MeOH, 75% MeOH + 25% PBT, 50% MeOH + 50% PBT, 25% MeOH +
75% PBT, 2 mal 100% PBT). Darauf folgte die Hydrolyse von Proteine um das
Gewebe für die Sonde zugänglich zu machen durch Inkubation mit Proteinase K
(20 µg / ml [20 U / mg] 1:50 in PBT) für 18 min bei Raumtemperatur. Diese
Enzymreaktion wurde 10 min mit einer 0,4% Glycinlösung (Stammlösung 4% in dd
H2O, 1 : 10 mit PBT verdünnt) gestoppt. Darauf folgten zwei Behandlungen mit 0,1
M Trietholamin (TEA) und 0,25% (v/v) Acetanhydrid (gelöst in 0,1M TEA).
Anschließend wurde 2 mal mit PBT gewaschen. Die Tiere wurden daraufhin mit
dem o.g. Fixativ 20 min refixiert, das Fixativ wurde durch 5 maliges waschen mit
PBT wieder entfernt. Nach einer Waschung mit 50% Hybridisierungslösung und
50% PBT wurden die Tiere für eine Prähybridisierung (12 Stunden bei 44°C) in
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100% Hybridisierungslösung überführt. Nach dieser Präinkubation wurde die
RNA-Sonde (25 ng auf 100µl) in frischer Hybridisierungslösung  zugegeben und
für mindesten, 60 Stunden bei 44°C inkubiert.
5.8.2.3 Posthybridisierungswaschungen, Blockierungsschritte und
Antikörperinkubation
Nach der Hybridisierungsreaktion wurde nicht an das Zieltranskript- und falsch
gebundene Sonde gründlich abgewaschen, da sonst Hintergrund entsteht. Hierfür
wurden 9 Schritte (jeweils mindestens 30 min) durchgeführt, während denen die
Stringenz durch Temperaturerhöhung und Verringerung der Salzkonzentration der
Waschlösung schrittweise erhöht wurde. Jeweils zwei Waschschritte wurde bei
gleicher Temperatur und gleicher SSC-Waschlösung (3 M Natriumchlorid + 0,3 M
Natriumcitrat pro Liter entspricht 20-fach konzentrierter Lösung) 
1. und 2. Waschschritt: 50% Formamid, 50% SSC-4-fach, 47°C
2. und 3. Waschschritt: 50% Formamid, 50% SSC-2-fach, 50°C
4. und 5. Waschschritt: 50% Formamid, 50% SSC-1-fach, 53°C
6. und 7. Waschschritt: 50% Formamid, 50% SSC-0,5-fach, 56°C
9. Waschschritt: 50% Formamid, 50% SSC-0,5-fach, Raumtemperatur
Die verwendeten Lösungen wurden immer vor der Benutzung auf die
Inkubationstemperatur erwärmt. Während des letzten Waschschrittes wurde die
vorgewärmte Lösung mit den Tieren zu Raumtemperatur abgekühlt. Anschließend
wurden die Tiere 2 mal mit PBT und dann 2 mal mit Maleinsäurepuffer (MAB, 100
mM Maleinsäure + 150 mM Natriumchlorid, ph 7,5) gewaschen. Anschließend
wurden die Tiere in frischer MAB-Lösung mit Blockingreagenz nach Angaben des
Herstellers (Roche) versetzt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dieser
Blockadebehandlung wurde der Antikörper (Roche anti-Dig FAB-Fragmente; AP
konjugiert) in einer 1 : 2000 Verdünnung in frischer Lösung gleicher
Zusammensetzung wie zuvor inkubiert.
Es wurde 8-mal mit MAB für mindestens 1 Stunde inkubiert, anschließend wurden
die Tiere über Nacht in frischer MAB-Lösung bei 4°C inkubiert.
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5.8.2.4 Detektion der gebundenen Sonden
Es wurde 2-mal mit NTMT-Lösung (100 mM Natriumchlorid, 100 mM TrisHCL
pH 9,5, 50 mM Magnesiumchlorid, 0,1% Tween20) gewaschen, anschließend
2 weitere Male unter Zugabe von Levamisol (1 : 1000). Danach wurde die
Farbreaktion mit NBT / BCIP nach Angaben des Herstellers (Roche)
durchgeführt. Die Inkubationszeit für die Färbungen lag je nach verwendeter
Sonde zwischen 15 min und 8 Stunden. Die Färbereaktion wurde nach
erreichen der gewünschten Farbintensität durch die Zugabe von 100% Ethanol
gestoppt und dabei der Farbkontrast erhöht. Nach 3 Waschschritten mit PBS
wurden die Tiere in PBS / Glyzeringemisch ( 1 : 9) auf Objektträgern montiert.
5.9 Über- und Fremdexpression von mRNA durch Injektionen
Es wurden Funktionsstudien mit den Transkripten NvWnt11 und NvWntA
durchgeführt. Zunächst wurde die NvWnt11 mRNA in N. vectensis durch Injektion
überexprimiert um Störungen in der Musterbildung zu erzeugen die Rückschlüsse
auf die Funktion dieses Transkriptes zulassen. In den folgenden Experimenten
wurden NvWntA und NvWnt11 in Xenopus laevis fremdexprimiert um zu
identifizieren, ob sie in Xenopus die gleiche Funktion wie die endogenen
Transkripte übernehmen können.
5.9.1 Herstellung der Matrizen für die Synthese von mRNA
Für die Transkription zu mRNA müssen die Volllängenklone in einen geeigneten
Expressionsvektor (pCS-2+) gebracht werden. Hierfür wurden Primer synthetisiert,
welche in ihrer Sequenz den jeweiligen inneren Primern für die PCR zur
Erzeugung vollständiger kodierender Transkriptbereiche (s.o.) entsprachen.
Zusätzlich zu dieser Primersequenz wurde am 3'-Ende des jeweiligen Primers die
Erkennungssequenz für eine bestimmte Restriktionsendonuklease, sowie die
Basen G und C ergänzt. Die Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen sind in der Primersequenz unterstrichen (5'-Primer:
NvWntA-5'-BamHI 5'-GAGATGGCTGTCTCCGTTGCGGATCCGC-3' und
NvWnt11-5'-EcoRI  5'-GATCAGTAAAGCAGGGAGGAATTCGC-3'; 3`-Primer:
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NvWntA-3'-XhoI 5'-GCCTCGAGGGGGGCTTTATCGGCATC-3' und NvWn11-
3'-XhoI '-GCCTCGAGGACGTAAGTAATCTGACC-3'). Als Matrize für die PCR-
Reaktionen wurden die Plasmidklone mit den vollständigen kodierenden
Bereichen der Gene NvWntA und NvWnt11 verwendet. Die Reaktionsansätze und
Reaktionsbedingungen waren die gleichen wie in den zuvor beschriebenen
Reaktionen. An die für NvWntA kodierende Sequenz wurde durch die PCR-
Reaktion an der 5'-Seite die Erkennungsstelle für das Restriktionsenzym BamHI,
an die 3'-Seite die für XhoI angefügt, an die für NvWnt11 kodierende Sequenz die
Erkennungstellen für EcoRI am 5'-Ende und für XhoI am 3'-Ende. Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit den zu den Primern
korrespondierenden Restriktionsenzymen nach den Angaben des Herstellers
(Amersham) inkubiert und mit dem NucleoTrap System nach Angaben des
Herstellers (Macherey und Nagel) gereinigt. Anschließend wurde der Zielvektor
mit den beiden zu den jeweiligen Erkennungsstellen korrespondierenden
Enzymen nach Angaben des Herstellers (Amersham) geschnitten und ebenfalls
mit dem NucleoTrap System gereinigt. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit
T4-Ligase nach Angaben des Herstellers (Promega) in den Zielvektor ligiert. Das
so erzeugte Plasmid wurde wie in (5.5) beschrieben, in Bakterien transformiert,
amplifiziert und nach Aufreinigung zur Sequenzierung eingeschickt (Fa. GATC). 
5.9.2 mRNA-Synthese
Vektoren, welche die gewünschte DNA-Sequenz erhalten hatten, wurden mit der
Restriktionsendokuklease ApaI nach Angaben des Herstellers (Amersham)
linearisiert und mit dem NucleoTrap System gereinigt. Der linearisierte pCS2+
Vektor mit den internalisierten Transkriptsequenzen wurde als Template für die in
vitro Transkriptionsreaktion mit dem messageMachine System nach Angaben des
Herstellers (Ambion) verwendet. Die Produkte der Transkriptionsreaktionen
wurden mit dem RNAeasy System nach Angaben des Herstellers (Qiagen)
gereinigt, die Konzentration der mRNA auf 250ng / µl mit ddH2O eingestellt und
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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5.9.3 Überexpression durch Injektion von endogener mRNA in N. vectensis
Embryonen
N. vectensis Eier wurden befruchtet und anschließend mit  Cysteinlösung (3% in
Nematostellamedium pH 7,8 für 20 min) aus der Gallerte gelöst. Sobald
Zellgrenzen in den sich entwickelnden Embryonen sichtbar wurden, wurde in je
eines der Blastomeren 2 nl NvWnt1 mRNA Lösung injiziert. Die Embryonen
wurden täglich optisch kontrolliert und gezählt. Die Anzahl an morphologisch
anormalen Embryonen wurde notiert. Als Injektionsnadeln wurden ausgezogene
Glaskapillaren mit einem Spitzendurchmesser von 5 – 10 µm verwendet. Das
Injektionsvolumen wurde anhand der Tröpfchengröße mit einem 
 Objektmikrometers (4/3πr3/2)bestimmt.
5.9.4 Fremdexpression von N. vectensis Wnt mRNA in Xenopus laevis
Embryonen durch Injektion
Eigelege von Xenopus wurden gewonnen, indem den Muttertieren am Abend vor
den Injektionsexperimenten jeweils 600 U humanes Gonotrophin subcutan injiziert
wurde. Die Eigelege wurden durch sanftes Abstreifen der Frösche in Petrischalen
erhalten. Männliche Gameten wurden durch die Präparation und Mazeration der
Hoden gewonnen. Es wurden pro Befruchtungsvorgang 100 µl der
Hodenmazerationslösung mit 900µl ddH2O gemischt, zu den Eiern gegeben und
sehr gründlich gemischt. Nach der Befruchtung der Eier, welche an dem Erfolgen
der Kortikalrotation deutlich zu erkennen ist, wurden die Embryonen durch
10minütige Behandlung mit 2% Cysteinlösung aus der sie umgebenden Gallerte
gelöst. Für die Injektion in Xenopus Embryonen wurden die Injektionsnadeln auf
die gleiche Weise angefertigt verwendet wie bei den Injektionen in N. vectensis
Embryonen.
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Es wurden im 4-Zellstadium (st.3) jeweils 4nl mRNA Lösung entweder in beide
dorsale- oder beide ventrale Blastomeren injiziert. Die dorsalen Blastomere sind
im 4-Zellstadium oft etwas mehr pigmentiert und etwas kleiner als die ventralen.
Die Unterscheidung der Blastomeren ist jedoch nicht immer möglich, daher muß
der entstehende Fehler in der Auswertung über eine größere Menge an injizierten
Individuen ausgeglichen werden. Gastrulationsdefekte können frühestens im
Stadium 12 erkannt werden. Der Blastoporus dieser Embryonen kann nicht
geschlossen werden. Die endgültige Auszählung der Injektionsexperimente
wurden im Stadium 22 vorgenommen. In diesem Stadium ist der
Gastrulationsdefekt an einer starken Krümmung des Embryos nach einer Seite
hin deutlich sichtbar. Das endodermale Gewebe ist auf der Innenseite der
Krümmung an der Oberfläche zu sehen. Der Entwicklungsdefekt „doppelte Achse“
ist frühestens im Stadium 17 deutlich zu erkennen. Hier sind 2 V-förmig
aufeinander zulaufende Neuralrinnen zu sehen.
Abb.49: Übersicht über die frühen Entwicklungsstadien von Xenopus laevis.
Aufeinander Folgende Stadien der Xenopus Embyonalentwicklung von der Zygote bis zum Stadium 
22 (st.22). Unter den Einzelbilder befindet sich die Bezeichnug des jeweiligen Entwicklungsstadium  











st.14 dorsal st.17 dorsal st.22 dorsal
st.1 animal st.2 animal st.3 
dorsolateral
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5.9.5 Reduktion endogener mRNA durch Injektion von Morpholinos in Xenopus
laevis
Das verwendete Oligonukleotid war ein 25 Nukleotide langes Xlwnt11-antisense
Morpholino (Gene Tools LCC) mit der Sequenz 5'- CCAGTGACGGGTCGGAGCC
ATTGGT-3' (Pandur et al., 2002). Das Morpholino wurde 1:8 mit ddH2O verdünnt
und in die dorsalen Blastomere injiziert. Der Phänotyp wurde im Stadium 22
ausgewertet.
5.9.6 Rettung der Entwicklungsfähigkeit morpholinobehandelter Xenopus laevis
Embryonen durch die Injektion von homologer mRNA aus N. vectensis
Das XlWnt11 Morpholino wurde 1:4 in ddH2O verdünnt und mit der NvWnt11
mRNA ( jeweils zu gleichen Volumenteilen) gemischt. Diese Lösung wurde in die
dorsalen Blastomere injiziert. Die Wirkung der Injektionen wurde im Stadium 22
ausgewertet.
5.10 Mikroskopie und Photographie der Prärarate
 
Die Präparate wurden mit dem Axiovert 100 Mikroskop (Zeiss) mikroskopiert und
mit einer digitalen Kamera (Canon G5) aufgenommen. Die Bildbearbeitung
erfolgte mit Adobe Photoshop
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Abkürzungen:
BSA        Rinderserumalbumin
cDNA       copy- oder auch complementary DNA
CHAPS      3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-     
           propansulfonat
ddH2O      doppelt deionisiertes Wasser
DEPC       Diethyl-pyrokarbonat
Dig        Digoxigenin
DNA        Desoxiribonukleinsäure
dNTP       Desoxinukleosidtriphosphat
EDTA       Etylendiamintetraessigsäure
LB         Luria-Bertani
MAB        Maleinsäure Puffer
MeOH       Methanol
mRNA       Messenger RNA
NBT / BCIP Nitroblautetrazoliumchlorid / 5-bromo-4-chloro-3
           -indolyl-phosphat
PBS        Phosphtagepufferte Kochsalzlösung
PBT        PBS mit 0,02% TrinotX-100
PCR        Polymerase Kettenreaktion
PFA        Paraformaldehyd
RACE       Rapid amplifikation of cDNA Ends
RNA        Ribonukleinsäure
RT         Raumtemperatur
RT-PCR     Reverse Transkriptase PCR
SSC             Natriumchlorid / Natriumcitrat-Puffer
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Alignment der neuer Wnt-Sequenzen aus N. vectensis, Ciona intestinalis und
Achaearanea tepidariorum
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Daten der Injektionsstatistiken
Gesamt Tot % Tot Überlebend % ÜberlebendNormal % Normal Gastrul. Def % Gastrul. Def.
NvWnt11 50pg dorsal 90 14 15,56% 76 84,44% 13 17,11% 63 82,89%
NvWNt11 50pg ventral 72 11 15,28% 61 84,72% 53 86,89% 8 13,11%
NvWnt11 100pg dorsal 103 28 27,18% 75 72,82% 58 77,33% 17 22,67%
NvWnt11 100pg ventral 66 2 3,03% 64 96,97% 58 90,63% 6 9,38%
NvWnt11 500pg dorsal 83 8 9,64% 75 90,36% 5 6,67% 70 93,33%
NvWnt11 500pg ventral 10 0 0,00% 10 100,00% 9 90,00% 1 10,00%
Gesamt % Gesamt Tot % Tot Überlebend % ÜberlebendNormal % Normal Gastrul. Def % Gastrul. Def.
XlWnt11 Mo 192 100 131 68,23 71 36,98 34 47,89 37 52,22
XlWnt11Mo/NvWnt11(100pg) 120 100 45 37,5 75 62,5 43 57,33 32 42,67
XlWnt11Mo/NvWnt11(200pg) 234 100 84 35,9 150 64,1 117 78 33 22
Anzahl ges. Tot % Tot Überlebend % ÜberlebendNormal % Normal DoppelteA. % DoppelteA. Gastrul. def. % Gastrul. Def.
NvWntA 50pg ventral 20 16 80,00% 4 20,00% 3 75,00% 0 0,00% 1 25,00%
NvWntA 100pg ventral 100 21 21,00% 79 79,00% 54 68,35% 5 6,33% 20 25,32%
Xwnt8 50pg ventral 55 2 3,64% 53 96,36% 9 16,98% 44 83,02% 0 0,00%
Xwnt8 100pg ventral 56 5 8,93% 51 91,07% 9 17,65% 47 92,16% 0 0,00%
Anzahl ges. Tot % Tot Überlebend % ÜberlebendNormal % Normal DoppelteA. % DoppelteA. Gastrul. def. % Gastrul. Def.
NvWntA 50pg dorsal 36 14 38,89% 22 61,11% 20 90,91% 0 0,00% 2 9,09%
NvWntA 100pg dorsal 61 4 6,56% 57 93,44% 7 12,28% 0 0,00% 50 87,72%
NvWntA 500pg dorsal 160 100 62,50% 60 37,50% 30 50,00% 0 0,00% 30 50,00%
NvWntA 1000pg dorsal 312 130 41,67% 182 58,33% 44 24,18% 0 0,00% 138 75,82%
Anzahl ges. Tot % Tot Überlebend % ÜberlebendNormal % Normal DoppelteA. % DoppelteA. Gastrul. def. % Gastrul. Def.
NvWntA 50pg dorsal 36 14 38,89% 22 61,11% 20 90,91% 0 0,00% 2 9,09%
NvWntA 100pg dorsal 61 4 6,56% 57 93,44% 7 12,28% 0 0,00% 50 87,72%
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